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in d ic a t o r o f e n t e r i c v ir u s e s , e s p e c ia l ly in b l o s o l ld s a n d s e a - w a t e r (B it t o n 1 9 9 4 )
C l o s t r id i u m p e r f r i n g e n s , B i f id o b a c t e r ia , a n d B a c t e r o id e s a r e s o m e o f t h e m a i n
a n a e r o b ic b a c t e r ia t h a t a r e f o u n d in in t e s t i n a l m ic r o f lo r a . C p e r f r in g e n s p r o d u c e s h ig h ly
r e s is t a n t s p o r e s a n d h e n c e a r e n o t v e r y u s e f u l a s a n i n d ic a t o r o f r e c e n t f e c a l
c o n t a m in a t io n ; h o w e v e r , t h e y c a n b e u s e d a s i n d ic a t o r s f o r p a s t p o ll u t io n a n d a s
p a th o g e n t r a c k e r . B i f id o b a c t e r i a a r e n o n - s p o r e - fo r m i n g , g r a m - p o s it iv e b a c t e r i a a n d
s o m e o f it s s p e c ie s ha v e b e e n s u g g e s te d a s i n d ic a t o r fo r h u m a n f e c a l c o n t a m in a t io n
B a c t e r o id e s s p e c ie s c a n o c c u r i n t h e i n t e s t i n a l t r a c t a t c o n c e n t r a t io n s i n t h e o r d e r o f 1 0
^°
c e lls pe r g r a m o f fe c e s . H o w e v e r , lik e o t h e r a n a e r o b ic b a c t e r i a , it h a s a p o o r s u r v iv a l
r a t e i n e n v ir o n m e n t a l w a t e r s a m p le s d u e to t he ir n e e d f o r s t r ic t ly a n a e r o b ic c o n d it i o n s
(B it t o n 1 9 9 4 ) .
B a c t e r i o p h a g e s
B a c t e r io p h a g e s (G r e e k : B a c t e r ia - e a t e r s , M e r r ia m - W e b s t e r ) a r e v i r u s e s t h a t u s e
b a c t e r ia l c e l ls a s t h e ir h o s t f o r in fe c t io n , r e p l ic a t io n , m a t u r a t io n , a n d r e le a s e A ll k n o w n
b a c t e r ia h a v e o n e o r m o r e s p e c if ic g r o u p s o f b a c t e r i o p h a g e s t h a t in fe c t t h e m (A r m o n
a n d K o t t 1 9 9 6 ) B a c t e r io p h a g e s c a n c o n t a i n e it h e r s in g l e - s t r a n d e d o r d o u b le - s t r a n d e d
D NA o r R NA a n d r a n g e i n s iz e f r o m 2 4 - 2 0 0 n m .
C o m p a r e d t o a n im a l v ir u s e s t h a t in fe c t e u ka ry o t ic h o s ts , b a c t e r i o p h a g e d e t e c t io n
is s i m p le , r a p id , a n d d o e s n o t r e q u i r e a d v a n c e d in s t r u m e n t s a n d t e c h n iq u e s (P e l c z a r
19 8 8 ) . R e s e a r c h o n b a c t e r io p h a g e s is c r e d it e d w it h t he d e v e l o p m e n t o f t h e f ie ld o f
m o l e c u la r b i o lo g y a n d n u m e r o u s s c ie n t if ic b r e a k t h r o u g h s , s u c h a s th e k n o w le d g e o f t h e
v ir a l r e p r o d u c t io n (G r a b o w 2 0 0 1) .
D u e t o t h e lo w s u r v iv a b il it y o f b a c t e r ia l in d i c a t o r s c o m p a r e d to p a t h o g e n ic e n t e r ic
v ir u s e s , b a c t e r io p h a g e s h a v e b e e n p r o p o s e d a s s u it a b l e i n d ic a t o r s o f fe c a l p o ll u t io n ,
s p e c if ic a ll y e n t e r ic v ir u s e s , in w a t e r q u a lit y a s s e s s m e n t . F u r t h e r m o r e , b a c t e r io p h a g e s
ha v e b e e n d e t e c t e d in a ll t y p e s o f s e w a g e , w a t e r s o u r c e s , a n d i n f e c e s o f w a rm - b lo o d e d
a n im a ls , i n c l u d i n g h u m a n s (A rm o n a n d K o t t 19 9 6 ) .
T a b l e 1 . M a j o r b a c t e r io p h a g e f a m i lie s
F a m i ly n a m e G e n o m e A t t a c h m e n t C h a r a c t e r i s t ic s
M y o v ir id a e d s D NA C e ll w a ll N o n - e n v e lo p e d , c o n t r a c t ile t a i ls
S ip h o v ir id a e d s D NA C e ll w a ll N o n - e n v e lo p e d w it h lo n g n o n - c o n t r a c t ile t a ils
P o d o v ir i d a e d s D NA C e ll w a ll N o n - e n v e lo p e d w it h s h o r t t a i ls
M ic r o v ir id a e s s D N A C e ll w a l l N o n - e n v e lo p e d , i s o m e t r i c
I n o v ir id a e s s D N A F - p ilu s No n - e n v e lo p e d , r o d s h a p e d
L e v iv ih d a e s s R N A F- p ilu s No n - e n v e lo p e d , n o n - s e g m e n t e d
A d a p t e d f ro m S o b s e y ( 19 9 5 ) a n d O u d e ja n s (2 0 03 )
C o l i p h a g e s
B a c t e r io p h a g e s t h a t in fe c t (fe c a l) c o l ifo rm s a r e k n o w n a s c o li p h a g e s a n d o r ig in a t e , m o s t
lik e ly , in t h e in te s t i n e o f h u m a n s a n d o t h e r w a rm - b l o o d e d a n im a ls (G e rb a 19 8 7 ) .
C o l ip h a g e s h a v e b e e n c o n s id e r e d t o b e v a l u a b le in d ic a t o r s o f t h e p r e s e n c e o f e n t e r ic
v i r u s e s b e c a u s e o f t h e i r m o r p h o lo g ic a l s im i la r it ie s a s w e l l a s r e la t iv e p e r s i s t e n c e in
w a t e r a n d w a s t e w a te r t r e a tm e n t p r o c e s s e s a n d i n e n v ir o n m e n t a l m e d ia , s u c h a s w a t e r ,
w a s te s , s o ils a n d s e d im e n t s .
r*
:
' ^ > - ^
F ig . 1 P h a g e M S2 a t ta c h e d t o t h e F
-
p i li o f a n E c o li F a m p M u lt i p le M S 2 p h a g e s (L e v iv i r u s s e r o g r o u p I) a r e
a t t a c h e d t o F - p i l i {fr o m w e b s i te D r J v a n D u in , L e id e n U n i v e r s i ty , Th e N e th e r ia n d s . C o u rt e s y o f A B
J a c o bs o n
, S U N Y , S t o n y B r o o k )
T h e c o n s is t e n t p r e s e n c e o f c o li p h a g e s in w a t e r w it h h u m a n a n d n o n - h u m a n f e c a l
c o n t a m i n a t io n , a s w e ll a s t h e ir p e r s is t e n c e in t h e e n v ir o n m e n t , m a k e s t h e c o li p h a g e s
i de a l i n d ic a t o r o r g a n is m s A w id e r a n g e in n u m b e r s o f c o lip h a g e s p e r g r a m f e c e s h a v e
b e e n r e p o r t e d f r o m 1 0
^ - l O'
^
P F U /g o f f e c e s w it h h i g h e s t c o n c e n t r a t io n s f o u n d in p ig s
(D h ill o n e t a l . , 19 7 6 ) w h e r e a s t h e n u m b e r s o f p h a g e s fo u n d in h u m a n f e c e s w e r e lo w
(O s a w a e t a l. . 1 9 8 1) .
In r a w s e w a g e , c o li p h a g e s h a v e b e e n c o n s is t e n t ly d e t e c t e d m o s t l ik e ly b e c a u s e
o f t h e h ig h c o n c e n t r a t io n o f t h e a v a ila b le h o s t b a c t e r i a . A f e w s t u d ie s h a v e r e p o r t e d
li m it e d F + c o l ip h a g e m u lt ip l ic a t i o n in r a w s e w a g e (H a v e l a a r a n d P o t - H o g e b o o m 1 9 8 8 ) .
H o w e v e r
,
o t h e r e v id e n c e s u g g e s t s t h a t c o l ip h a g e s a r e u n l ik e ly t o m u lt i p ly i n
e n v ir o n m e n t a l w a t e r s b e c a u s e th e d e n s it ie s o f h o s t b a c t e r ia a n d p h a g e s a r e u s u a lly t o o
lo w f o r in f e c t io n t o o c c u r (W ig g i n s a n d A le x a n d e r 19 8 5 ) .
T a b le 2 . C o l ip h a g e c o n c e n t r a t io n in R a w S e w a g e





K o t t e t a l ( 1 97 4 )
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O s a w a e t a l ( 1 9 8 1 ) , F u r u s e e t a l ( 1 98 3 )
R e p o r t e d l y , t h e n u m b e r s o f s o m a t ic c o li p h a g e s i n f e c a lly - c o n t a m i n a t e d w a t e r
ha v e b e e n s h o w n t o b e v a r ia b l e S u a n e t a l (19 8 8 ) fo u n d a h ig h d e g r e e o f c o r r e la t io n
b e tw e e n s o m a t ic c o l ip h a g e s a n d fe c a l c o nf o r m s in s u rf a c e w a t e r . S im ila r ly , T o r a n z o s e t
a l (1 9 8 8 ) o b s e r v e d s o m a t ic c o lip h a g e i n a i l c o n t a m in a t e d w a t e r s a n d n o n e in p r is t in e
w a t e r . H o w e v e r
,
C a s t il lo e t a l . ( 1 9 8 8 ) r e p o r t e d lo w c o r r e la t io n b e tw e e n s o m a t i c
c o lip h a g e a n d f e c a l c o l if o r m a n d v e r y w e a k c o r r e la t io n w it h t o t a l c o l if o r m
B a s e d o n t h e i r o p t im u m g r o w t h t e m p e r a t u r e r e q u ir e m e n t o r t h e t e m p e r a t u r e a t
w h ic h p h a g e s m u lt ip ly a n d ly s e o u t o f t h e h o s t , c o l ip h a g e s a r e d iv id e d i n t o t h r e e g r o u ps :
LT (lo w t e m p e r a t u r e - 1 5 - 3 0
° C ) , M T (m id t e m p e r a t u r e - 1 5 - 4 5
°
C ) , a n d HT (h ig h
te m p e r a t u r e - 2 5 - 4 5
° C ) (S e e le y a n d P r im r o s e 19 8 0 ) . W h i le H T c o li p h a g e s a r e p r e s e n t
in f e c a lly c o n t a m in a t e d w a t e r s , LT c o li p h a g e s a r e p r e d o m i n a n t ly f o u n d in
u n c o n t a m in a t e d w a t e r M T c o li p h a g e s a r e fo u n d in b o t h p o ll u t e d a n d u n p o ll u t e d w a t e r
a n d c a n m u l t ip ly a t 3 7
°
C ; fo r t h is r e a s o n t h e y a r e n o t c o n s i d e r e d t o b e r e lia b le i n d ic a t o r s
o f f e c a l c o n t a m in a t io n M o r e o v e r , L T c o lip h a g e s h a v e b e e n d e m o n s t r a t e d t o m u lt i p ly i n
r iv e r w a t e r w h e n E . c o li c e ll s w e r e a d d e d (P a r r y 19 8 1) T h e r e fo r e , H T c o lip h a g e s h a v e
b e e n s u g g e s t e d t o b e t h e m o s t r e lia b le fe c a l c o n t a m in a t io n in d ic a t o r (S e e le y a n d
P r im r o s e 19 8 0 ) .
E n t e r i c B a c t e r i a l In d i c a t o r
T h e f i r s t a t t e m pt to i n v e s t ig a t e t he r e l a t io n s h i p b e tw e e n in d i c a t o r b a c t e r ia a n d th e i r
c o li p h a g e s w a s d o n e b y K e n a rd a n d V a le n t i n e ( 19 7 4 ) . T h e y s tu d i e d s e w a g e a n d r iv e r
w a t e r a n d s h o w e d t h a t w it h v a r ie d l e v e l o f c o n t a m in a t io n , c o n s is t e n t r a t io s b e tw e e n
fe c a l c o nfo r m s a n d c o li p h a g e s w e r e f o u n d . I n a s i m il a r s t u d y , W e n t s e l e t a l (1 9 8 2 )
d e t e c t e d a h ig h c o r r e la t io n b e tw e e n fe c a l (r = 0 . 6 9 ) o r t o t a l (r = 0 . 6 2 ) c o nf o r m s v e r s u s
c o li p h a g e s in n a t u r a l w a te r s A n o t h e r s t u d y s h o w e d a h ig h c o r r e la t i o n o f 0 7 7 b e tw e e n
fe c a l c o nf o r m s a n d c o lip h a g e s in s u r f a c e a n d g r o u n d w a t e r s (L o h 1 9 8 8 )
C o l ip h a g e s h a v e b e e n o b s e r v e d t o s u r v iv e w a t e r t r e a t m e n t p r o c e s s e s m o r e
e f f ic ie n t l y t ii a n in d i c a t o r b a c t e r i a (W e n t s e l 1 9 8 2 ) . T li e d if fe r e n c e s in s iz e , s t r u c t u r e ,
c o m p o s it i o n , a n d e n v ir o n m e n t a l b e h a v io r o f c o li p h a g e s a n d in d ic a t o r b a c t e r ia m a k e s
c o li p h a g e s a s u n r e l ia b le i n d ic a t o r s o f b a c t e r i a in t r e a t e d w a t e r . H o w e v e r , c o li p h a g e s c a n
s t il l b e u s e d a s i n d ic a t o r s o f b a c t e r ia in s o u r c e w a t e r s (G e r b a 19 8 7 ) .
E n t e r ic V i r u s t o C o l i p h a g e R a t i o s
Se v e r a l s t u d i e s d e m o n s t r a t e d a c le a r r e la t i o n s h ip b e tw e e n t h e p r e s e n c e o f e n t e r ic
v ir u s e s a n d c o li p h a g e s . F o r e x a m p le , K o t t (1 9 74 ) r e p o r t e d t h e c o l ip h a g e t o e n t e r ic v ir u s
r a t io s
,
i n v a r io u s t y p e s o f w a t e r a n d i n d if fe r e n t s e a s o n s , r a n g e d f r o m a s lo w a s 1 : 1 t o a s
h ig h a s 1 0 0 0 : 1 . H o w e v e r , a c le a r a s s o c ia t io n w a s n o t a lw a ys fo u n d V a u g h n a n d M e t c a lf
(19 7 5 ) r e p o r t e d t h a t n o c o l ip h a g e s c o u l d b e d e te c t e d i n 6 3% o f e n t e r o v i r u s - p o s it iv e
s a m p le s ; h o w e v e r , t h is c o u l d h a v e b e e n d u e t o t he p o o r r e c o v e r y m e t h o d u s e d (G e r b a
19 8 7 )
C o li p h a g e s a r e c o n s id e r e d t o b e a t le a s t e q u a lly , if n o t m o r e , r e s is t a n t t o w a t e r
t r e a t m e n t p r o c e s s e s t ha n e n t e r ic v i r u s e s P e r s is t e n c e o r r e s i s t a n c e t o i n a c t iv a t i n g
a g e n t s is a n i m p o r t a n t c r it e r i o n f o r a m ic r o b i a l in d ic a t o r a s it im p lie s t h a t t h e i n d ic a t o r w ill
s u r v iv e lo n g e r a n d b e p r e s e n t w h e n e v e r t h e p a th o g e n is p r e s e n t . S te t le r e t a l. ( 19 8 4 )
r e p o rt e d a s t r o n g e r c o r r e l a t io n be tw e e n c o l ip h a g e s a n d t h e p r e s e n c e o f e n t e r i c v ir u s e s
t h a n b e tw e e n b a c t e r ia l i n d ic a t o r s a n d e n t e r ic v ir u s e s . T h e r a t i o o f c o lip h a g e t o e n t e r ic
v i r u s e s a ls o r e m a i n e d s im il a r a f te r e a c h w a t e r t r e a t m e n t s t e p . S e v e r a l o t h e r r e s e a r c he r s
h a v e a ls o r e p o r t e d t h e p e r s is t e n c e o f c o li p h a g e s in a w a t e r t r e a t m e n t p la n t , m a k i n g
th e m r e l ia b le i n d i c a t o r s (K e s w i c k e t a l . 19 8 4 , S im a n d D u t ka 19 8 7 , E l- A b a g y 19 8 8 ,
C a s t i llo e t a l . 1 9 8 8
,
R a tto e t a l . 19 8 9 )
■^ ^ C o U p h a g c ^ ^
So m a t i c M a i e - Spe d fi c
F + D N A F + R N A
I n o TO j d a e
L e v i v u u s - 3 , 5 0 0 n t M l o l e v iv m i s ~ 4 , 2 0 0 n t
Se r o g E o u p I
— m S 2
A n i m a l
Se i o g r o u p H — G A
H u f f u m
S c i c ^ o u p m - Q P, M l 1
H u m a n
Sc t o g t o n p IV - SP . R
A j u m a l
F ig 2 C la s s if i c a t i o n o f F + R N A c o l ip h a g e s
D i f fe r e n t c o l i p h a g e t y p e s
C o l ip h a g e s a r e c l a s s if i e d in t o s o m a t ic a n d m a le - s p e c if ic c o lip h a g e s ba s e d o n th e
d if fe r e n t m o d e s o f a t t a c h m e n t to t h e i r h o s t (F ig u r e 2 ) B a s e d o n th e t yp e o f g e n e t ic
m a t e r ia l o f t h e ir g e n o m e , F + s p e c if ic c o l ip h a g e s c a n b e fu r t h e r d i v i d e d i n t o F + D NA
(f a m il y I n o v i r i d a e ) a n d F + R NA b e l o n g in g t o t h e f a m i ly L e v i v i r i d a e .
S o m a t ic a n d F + D NA c o l i p li a g e s
S o m a t i c c o l ip h a g e s in f e c t b a c t e r ia t h r o u g h d ir e c t a t t a c h m e n t t o t h e c e l l w a l l. H o w e v e r ,
s o m a t ic c o l ip h a g e s a r e n o t s pe c if ic t o E . c o li a n d m a y i n f e c t a n d m u lt ip ly i n
E n te r o b a c t e r ia c e a e , c o lifo r m s c o m m o n ly a s s o c ia t e d w it h v e g e t a t i o n a n d b io f ilm s
(Le c le r c 2 0 0 0 ) . D e b a r t e lo m e is a n d C a b e ll i (19 9 1) a ls o fo u n d s o m a t ic c o li p h a g e s t o b e
in c o n s i s t e n t ly p r e s e n t in h u m a n fe c e s a s w e l l a s lo w e r p e r s is t e n c e t o c h lo r i n a t io n t h a n
e n t e r o v i r u s e s . T h e a b o v e d e f ic ie n c ie s m a l<e s o m a t ic c o l ip li a g e s a n u n r e l ia b le i n d ic a t o r
o f e n t e r ic v ir u s e s .
F + - s p e c if i c c o l ip h a g e s in fe c t t h e ir h o s t b y a t t a c h i n g t o t h e m a le - s p e c if ic (o r F + )
p il i . B a s e d o n t h e i r g e n o m ic m a t e r i a l a n d s t r u c t u r a l d if f e r e n c e s t h e y c a n b e c l a s s if i e d a s
F + R N A a n d F + D NA c o lip h a g e s . F + D N A c o lip h a g e s b e lo n g t o t h e f a m ily In o v i r i d a e T h e
v ir u s p a r t i c le s a r e n o n - e n v e lo p e d , f le x ib le r o d - s h a p e d f ila m e n t s o f 8 1 0 - 2 0 0 0 b y 6 n m i n
s iz e c o n t a i n in g a c i r c u la r , s in g le - s t r a n d e d D N A o f a p p r o x i m a t e ly 6 4 0 0 n u c le o t i d e s
F + D N A c o lip h a g e s h a v e b e e n d e t e c t e d in w a s t e w a t e r , h o w e v e r t h e ir s a n it a r y
s ig n if ic a n c e h a s n o t b e e n d e t e rm in e d (S in t o n e t a l 19 9 6 ) V i r u s e s b e lo n g i n g t o t h is
f a m ily s u c h a s f d , M 1 3 , a n d f 1 a r e g e n e t ic a l ly n e a r ly id e n t i c a l a n d a r e n o t r e g a r d e d a s
Id e a l in d ic a t o r s o f e n t e r i c v ir u s e s b e c a u s e : (i ) t he ir n u m b e r s a r e s o m e t im e s fe w e r t h a n
F + R NA c o li p h a g e s , (i i) t h e y a r e m o r p h o l o g ic a ll y d if fe r e n t , a n d (ii i) t h e ir e c o l o g y is
r e l a t iv e ly u n k n o w n (Le c le r c 2 0 0 0 )
F + R N A C o l i p h a g e s
F + R NA c o li p h a g e s b e lo n g t o t h e fa m ily L e v i v ir i d a e . T h e s e v ir u s e s h a v e a s in g le -
s t r a n d e d RNA g e n o m e o f a p p r o x im a t e ly 3 5 0 0 - 4 2 0 0 n u c le o t id e s e n c lo s e d b y a c u b i c
(ic o s a he d r a l ) c a p s id e n c lo s in g . F + R NA c o l ip h a g e s h a v e s o m e o f t h e s m a lle s t k n o w n
RNA - g e n o m e s w it h v e r y h ig h m u t a t io n r a t e s (B o l lb a c k a n d Hu e ls e n b e c k 2 0 0 1) .
G e n e r a lly , f a m ily L e v i v i r id a e is d iv id e d i n t o tw o g e n e r a , L e v iv ir u s e s a n d A ll o le v iv i r u s e s ,
w h ic h a r e fu r t h e r s e r o l o g ic a l ly a n d g e n e t ic a lly s u b - d iv id e d i n t o tw o m a jo r g r o u ps . T h e
le v iv ir u s e s a r e c la s s if ie d i n t o g r o u p I a n d I I a n d a p o t e n t ia lly n e w g e n o g r o u p c a l le d J S
(V in je e t a l . , 2 0 0 4 ) . V ir u s e s b e lo n g in g t o t h e g e n u s a llo le v iv ir u s i n c l u d e g r o u p II I a n d IV .
G e n e r a lly , g r o u p II a n d I I I p h a g e s a r e p r e d o m i n a n t l y fo u n d in w a t e r s p o llu t e d w it h
h u m a n f e c e s , w h e r e a s g r o u p I a n d IV h a v e b e e n a s s o c ia t e d w it h a n im a l fe c a l p o ll u t i o n
(lAW PR C 1 9 9 1. S in to n 1 9 9 8 ) .
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L e v i v i r u s e s (M S 2 ; N C _ 0 0 1 4 1 7 )
12 9 1 3 1 1 13 3 5
5
' — M a t u r a s e - C o a t
55 14 0 7
L y s i s
R e a d - t h r o u gh
R e p l i c a s e
3 39 7
— 3 '
2 4 4 2 4 17 1
14 2 7
A l l o l e v i v i r u s e s ( SP ; N C _ 0 0 4 3 0 1)
F ig 3 L e v i a n d A l lo le v i v i r u s g e n o m ic o rg a n i z a t io n
A t le a s t t h r e e p r o t e in s (m a t u r a t io n , c o a t , a n d r e p li c a s e s u b u n it I I ) a r e p r o d u c e d
b y v ir u s e s o f b o t h g e n e r a o f L e v i v i r i d a e . T h e f o u r t h p r o t e in c o d e d is c a lle d l y s is p r o t e in
fo r t h e le v i v ir u s e s a n d r e a d - t h r o u g h p r o t e in f o r th e a ll o l e v i v ir u s e s (F ig u r e 3 ) T h e ly s is
fu n c t io n f o r a ll o l e v i v i r u s e s i s c a r r ie d o u t b y t he m a tu r a s e p r o t e in T h e f o u r c o d in g
r e g io n s o f a ll o le v i v ir u s a r e a r r a n g e d in o n e s in g le r e a d i n g f r a m e , w h e r e a s t h e r e g io n s
a r e i n d if fe r e n t r e a d in g f r a m e s fo r l e v i v ir u s e s d e p e n d i n g u p o n t h e g r o u p T h e fu n c t i o n o f
t h e m a t u r a t i o n p r o t e in i s t o r e c o g n iz e t h e p ll i , t he c o a t p r o t e in t o f o r m th e c a p s id , a n d t h e
ly s is p r o t e in in le v i v ir u s e s t o b r e a k t h e h o s t fo r c e l l r e le a s e T h e ly t ic f u n c t i o n i n
a ll o le v i v i r u s e s is p e rf o r m e d b y t he m a tu r a t io n p r o t e in (B o l lb a c k a n d H u e ls e n b e c k 2 0 0 1) .
T a b le 3 . F + R N A p r o t o t y p e s t r a in s
S e r o g r o u p R e p r e s e n t a t i v e S t r a in s L e n g t h ( n t )
G e n B a n k
A c c e s s i o n #
R e f e r e n c e
IV
M S2 , f r , f 2 , R 17 , J P 5 0 1
G A , K U 1 , B Z 1 3 , J P 34
Q P, M 1 1 , V K , S T
S P
,
F i, TW 2 8 , M X 1 , ID 2
3 , 5 6 9 (M S 2 )
3 , 4 6 6 (G A )
4 , 1 6 0 (Q P)
4 , 2 1 7 (M 11 )
4 , 2 7 6 (S P )
4 , 2 7 6 (F i)
N C _ 00 14 17
N C _ 00 14 26
N C_ 0 0 18 90
A F 05 24 3 1
N C_ 004 3 0 1
X 0 74 8 9
W a c h t e r 1 9 7 1
I n o k u c h i 1 9 86
B e e k w ild e r 1 9 96
B e e k w ild e r 1 99 5 & 199 6
I n o k u c h i 1 9 88
I n o k u c h i 1 9 88
F r o m F u ru s e (19 8 7) a n d V in j e (2 0 0 4 )
1 1
C h a r a c t e r is t i c s o f F + R N A C o l i p h a g e s
1 . P r e v a le n c e i n t h e E n v i r o n m e n t
F + R N A c o li p h a g e s h a v e b e e n c o n s is t e n t ly d e t e c t e d in d o m e s t ic , h o s p it a l , a n d
s la u g h t e rh o u s e w a s t e w a t e r s in fa i r l y h ig h c o n c e n t r a t io n s (S t e w a r t 1 9 9 8 ) , w h ic h t e n d s t o
b e lo w e r d u r i n g p e r io d s o f h e a v y r a in f a l l . H o w e v e r , H a v e la a r e t a l ( 1 9 8 6 ) r e p o r t
in c o n s is t e n t d e t e c t io n o f F + R NA i n fe c e s , w it h l e s s t h a n 1 0% o f h u m a n f e c e s a n d u p t o
3 0% a n im a l fe c e s p o s it iv e f o r F + R N A . T h e y fo u n d t h a t a n i m a l f e c e s , b r o i le r c h i c k e n ,
p ig s , c a lv e s , a n d s he e p c o n t a i n e d s i g n if ic a n t n u m b e r s o f F + R NA c o l i p h a g e s H o w e v e r ,
t he y w e r e in f r e q u e n t ly f o u n d i n d o g s , c o w s , h o r s e s , a n d h u m a n f e c e s
In a s t u d y t o d e t e c t t h e p r e v a le n c e o f F + R N A c o li p h a g e s in e n v ir o n m e n t a l w a t e r
s a m p le s , M o r in ig o e t a l. ( 19 9 2 ) f o u n d m u c h lo w e r c o n c e n t r a t io n s in s e a w a t e r t h a n i n
ri v e r w a t e r in S o u th e r n E n g la n d P r e v a le n c e o f F + R NA in r iv e r w a t e r , u p s t r e a m a n d
d o w n s t r e a m t o a s e t t le m e n t in S o u t h A f ri c a
,
w a s m o n it o r e d b y J a g a ls e t a l ( 1 9 9 5 ) , w h o
r e p o r t e d a lm o s t n o c o lip ha g e s in u p s t r e a m , w h ile h ig h n u m b e r s i n d o w n s t r e a m w a t e r s .
Ba s e d o n th e s e f i n d i n g s t he s e r e s e a r c h e r s e x t r a p o l a t e d t h a t F
*
- s p e c if ic c o lip h a g e s w e r e
m o r e i n d ic a t iv e o f h u m a n t h a n o f a n im a l f e c a l c o n t a m in a t i o n .
2 . C o r r e l a t io n w i t h E n t e r i c V i r u s e s
T h e r e is c o n s i d e r a b le d i s a g r e e m e n t b e tw e e n r e s e a r c h e r s o n w h e th e r b a c t e ri o p h a g e
n u m b e r s c o r r e l a t e w it h e n t e ri c v i r u s c o n c e n t r a t io n in e n v ir o n m e n t a l w a t e r s a m p le s
(S te w a r t 19 9 8 ) . O f a ll ba c t e ri o p h a g e s , F + R NA c o l ip h a g e s h a v e b e e n a d v o c a t e d a s a
m o r e s p e c if ic g r o u p o f b a c te ri o p h a g e s fo r r e l ia b le i n d ic a t o r s d u e t o t h e ir g e n o m ic
c o m p o s it io n a n d m o r p h o lo g ic a l s i m il a ri t ie s t o e n t e ri c v ir u s e s (G r a b o w 2 0 0 1 ) Ho w e v e r ,
m a n y r e s e a r c h e r s h a v e q u e s t i o n e d t h e u s e o f F + R N A a s in d ic a t o r o f e n t e ri c v ir u s e s a s
th e y w e r e i n c o n s is te n t ly d e t e c te d i n p o l lu te d w a t e r (M o o r e e t a l 1 9 7 4 , V a u g h n a n d
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M e t c a lf 1 9 7 5
,
S a f fe rm a n a n d M o r r is 1 9 7 6
,
F u n d e rb u rg a n d S o r be r 1 9 8 5 , C o r n a x e t a l .
1 9 9 1 ) . L a t e r s t u d ie s b y r e s e a r c h e r s s u c h a s H a v e la a r ( 1 9 9 3 ) h a v e f o u n d e v id e n c e t o t h e
c o n t r a r y .
T h e F + R NA c o l i p h a g e c o n c e n t r a t io n s h a v e b e e n o b s e r v e d g e n e r a lly t o b e m u c h
h ig h e r t h a n e n t e r ic v ir u s e s m a k in g t h e m a t t r a c t iv e in d i c a t o r s G r a b o w e t a l ( 1 9 9 8 ) f o u n d
t h a t F + R N A c o l ip h a g e s o u t n u m b e r e d e n t e r ic v i r u s e s b y a f a c t o r o f 1 0 0 o r m o r e I n a n
e x t e n s iv e r e v ie w , H a v e l a a r (19 9 3 ) c o n c lu d e s t h a t t h e c o n c e n t r a t io n o f F + RNA
c o l ip h a g e s is g e n e r a lly t h r e e o r d e r s o f m a g n it u d e h ig h e r t h a n h u m a n e n t e r ic v ir u s e s
3 . M u lt i p l i c a t i o n i n t h e E n v i r o n m e n t
In it i a lly , b a c t e r io p h a g e s w e r e a s s u m e d t o b e u n a b le t o r e p lic a t e in t h e e n v i r o n m e n t ;
h o w e v e r V a u g h n a n d M e t c a lf (1 9 7 5 ) s h o w e d t h a t e s t u a r i n e w a t e r s e e d e d w it h h o s t
b a c t e r ia is c a p a b l e o f c o l ip h a g e m u lt ip l ic a t io n A d d it io n a ll y , in a s t u d y i n t h e N e t he r la n d s ,
m a le - s p e c if ic c o l ip h a g e s w e r e s h o w n t o b e p r e s e n t in h ig h e r n u m b e r s in t h e s e w a g e
c o m p a r e d to th e f e c e s , t h e r e b y d e m o n s t r a t in g p h a g e m u lt i p lic a t io n in t h e e n v ir o n m e n t
(H a v e la a r e t a l 1 9 8 6 )
T h e a b il it y o f b a c t e r io p h a g e s t o m u lt ip ly a n d t h e i r a b il it y t o d o s o in t h e
e n v ir o n m e n t a r e s e p a r a t e e v e n t s . F + R NA c o l ip h a g e s a r e c a p a b le o f in fe c t in g
a p p r o x im a t e ly 1 /4
' *^
o f a l l k n o w n £ c o li s t r a in s H o w e v e r , p il i p r o d u c t io n o n b a c te r ia c a n
o n ly o c c u r w ith i n th e te m p e r a t u r e r a n g e o f 3 0 a n d 4 5
*'
C , w h i c h lim it s th e e x te n t o f p h a g e
m u lt i p lic a t io n (H a v e l a a r 1 9 9 3 ) . Q p , a s e r o g r o u p I I I F + R N A , d id n o t r e p lic a t e i n 2 0 o r
2 2
' ' C b a t c h c u lt u r e s a s p il i f o r m a t i o n c e a s e s b e lo w 2 5
' '
C (W o o d y a n d O l iv e r 1 9 9 5 ) . H o s t
c o n c e n t r a t io n is a n o th e r i m p o r t a n t c r ite r i o n fo r b a c t e r io p h a g e s
'
g r o w t h . W ig g in s a n d
A le x a n d e r ( 19 8 5 ) e s t i m a t e d a m i n im u m o f l O
**
c f u / m l h o s t c o n c e n t r a t i o n fo r
b a c t e r io p h a g e r e p li c a t io n . T h e r e f o r e , e n v ir o n m e n t s in w h ic h b a c t e r ia l h o s t s u s c e p t i b ilit y
is h ig h , s u c h a s m a r in e w a t e r s , b a c te r io ph a g e c o n c e n t r a t i o n is r a r e a n d i n s ig n if i c a n t
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(C o r n a x e t a l. 1 9 9 1 ) I n c o n c l u s i o n , b a c t e r io p h a g e g r o w t h i n e n v ir o n m e n t a l is l im it e d t o
a r e a s o f f r e s h , f e c a l in p u t a n d h ig h b a c t e r i a l h o s t c o n c e n t r a t i o n
4 . P e r s i s t e n c e i n t h e E n v i r o n m e n t
C o li p h a g e p e r s is t e n c e , c o m p a r e d t o b a c t e r ia l a n d v i r a l p a t h o g e n s , h a v e b e e n s t u d ie d b y
m a n y r e s e a r c h e r s . H o w e v e r , t h e r e is s t i ll c o n s id e r a b le d is a g r e e m e n t o n t h e e f f e c t o f
v a r io u s d is i n f e c t io n m e t h o d s o n c o li p h a g e s
K o t t e t a l. ( 19 7 4 ) f o u n d f 2 a n d M S 2 p h a g e s m o r e r e s is t a n t t o c h l o r in a t io n t h a n
p o l io v ir u s t y pe 1 I n c o n t r a s t , a n e a r lie r s t u d y b y L o t h r o p a n d S p r o u l (1 9 6 9 ) fo u n d M S 2
t o b e m o r e s e n s it i v e t o c h lo r i n a t io n t h a n p o l io v i r u s t y p e 1 ; h o w e v e r , it w a s m o r e r e s is t a n t
th a n c o nf o rm s , l o d in a t lo n a t h ig h p H h a d a s t r o n g e r in a c t iv a t i n g e f fe c t t h a n a t lo w p H o n
f2
,
a s e r o g r o u p I F + R NA c o l ip h a g e (C r a m e r e t a l 19 7 6 ) . L a s t ly , o z o n e is c o n s id e r e d t o
b e s t r o n g e r d i s i n f e c t a n t t h a n c h lo r in e (L o n g le y e t a l 19 7 4 )
T he f 2 p h a g e h a s b e e n e x t e n s iv e ly s t u d ie d t o u n d e r s t a n d t h e m e c h a n i s m o f
p h a g e i n a c t iv a t io n . It ha s b e e n h y p o t h e s iz e d t h a t c h l o r in a t i o n i n a c t iv a t e s t h e R N A c o r e
o f t h e p h a g e , w h il e i o d in a t io n d is r u pt s t h e p r o t e in c o a t (B it t o n 1 9 8 7 ) . P a v o n i e t a l. ( 19 7 4 )
hy p o t h e s iz e d t h a t o z o n e in a c t iv a t e s th e p h a g e b y o x id iz i n g th e w h o le p a r t ic le
T h e a b il it y o f p h a g e s t o a s s o c ia te w it h s o li d s u r fa c e s e n h a n c e s it s s u r v iv a b il it y in
n a t u r a l a s w e ll a s t r e a t e d w a t e r s . G e r b a e t a l (1 9 7 8 ) fo u n d t h a t in s e c o n d a r y e f f lu e n t ,
t he p e r c e n t a g e o f c o li p h a g e s a s s o c ia t e d w it h s o l id s u r f a c e s r a n g e d f r o m < 1 t o 2 4 % ,
w h i le t h e r a n g e w a s 3 t o 1 0 0 % f o r a n im a l v i r u s e s . T h e y a ls o d e m o n s t r a t e d t h a t s o lid -
a s s o c ia t e d v ir u s e s w e r e m o r e p r e v a le n t i n a c t iv a t e d s lu d g e e f f lu e n t t h a n i n t r ic k l in g f ilte r
e f f lu e n t . S im il a r r e s u lt s h a v e b e e n r e p o r t e d f o r h u m a n e n t e r ic v ir u s e s , w h ic h h ig h l ig h t
t he im p o r t a n c e o f s o l id s - a s s o c i a t io n o n v i r u s e s
'
p e r s is t e n c e in t h e e n v ir o n m e n t (W e ll in g s
e t a l. 19 7 6 , H e j ka l e t a l . 19 7 9 , 19 8 1 ) .
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R N A V i r u s E v o l u t i o n a n d I t s Im p l i c a t i o n o n F + R NA C o l i p h a g e R e s e a r c h
R N A v i r u s e s a r e t h e m o s t u b iq u it o u s o f a ll h u m a n , a n im a l, a n d p l a n t m o le c u la r p a r a s it e s
(M u r p h y 1 9 9 6 ) . O f t h e 5 0 n e w v i r u s e s id e n t if ie d a s e m e r g e n t d u r in g t he p a s t tw o
d e c a d e s , m o s t h a v e b e e n c la s s if ie d a s R NA v ir u s e s (D o m in g o 19 9 7 ) . T h e r a p id
e m e r g e n c e o f d is t i n c t R N A v ir u s s t r a in s h a s b e e n a t t r i b u t e d t o h ig h m u t a t io n r a t e s (1 p e r
1 0 k b t e m p la t e c o p ie d ) , h ig h y ie ld s , a n d s h o r t r e p lic a t i o n t im e . E ig e n a n d S c h u s t e r
(19 7 9 ) f i r s t t h e o r iz e d t h e id e a o f q u a s is p e c ie s a m o n g v ir u s e s a s a m e a n f o r r a p id a n d
c o n t i n u o u s e v o l u t io n . D o m i n g o ( 19 9 9 ) p r o v id e d th e c u r r e n t d e f i n it io n o f q u a s is p e c ie s :
"
V i r a l q u a s is p e c i e s a r e d y n a m ic d i s t r ib u t io n s o f n o n - id e n t i c a l b u t c lo s e ly
r e la t e d m u t a n t a n d r e c o m b in a n t v ir a l g e n o m e s s u b j e c t e d t o a c o n t i n u o u s
p r o c e s s o f g e n e t i c v a r ia t io n , c o m p e t it io n , a n d s e le c t i o n , a n d w h ic h a c t s a s a
u n it o f s e le c t io n .
"
T h e r e f o r e , v ir u s e s a r e w e ll - c a p a b le o f a d a p t in g t o th e e n v i r o n m e n t a l s t r e s s a n d p r o d u c e
m u lt i p le v a r ia t i o n s o f e a c h s t r a in th a t m a x im iz e s t h e i r c h a n c e o f s u r v iv a l H o w e v e r , e a c h
s t r a in p o p u la t io n is m a i n t a in e d t hr o u g h n e g a t iv e a n d p o s it iv e s e le c t io n p r o c e s s e s w h ic h
w o r k t o g e th e r in m a in t a in i n g a l o w p r o p o r t i o n o f u n f it v a r ia n t s a n d r a p i d d o m in a n c e o f
o t h e r s . A t a m o le c u la r le v e l , t h e h ig h r a t e o f m u t a t i o n i n R NA v i r u s e s h a v e b e e n
a t t r i b u t e d t o a n a b s e n c e o r v e r y lo w a c t iv it y o f p r o o f - r e a d in g - r e p a ir a c t iv it y (S t e in h a u e r
e t a l 19 9 2 , S o u s a 1 9 9 6 )
O n e o f t h e e a r lie s t s t u d ie s t h a t s h e d lig ht o n t h e c o n c e pt o f q u a s i s p e c ie s w a s
p e r f o r m e d b y B ie b r lc h e r (1 9 8 3 ) . U s in g F + R NA c o li p h a g e Q p R NA , t h e s e r e s e a r c he r s
d is c u s s e d t he m e c h a n i s m o f r e p lic a t io n a n d t he c o n c e pt s o f m u t a t io n , c o m p e t it io n , a n d
s e le c t io n a c t in g o n s e lf - r e p lic a t i n g R NA m o le c u le s le a d s to a q u a s i s p e c ie s d is t r i b u t io n o f
R NA m o le c u le s d u e t o t h e li m it e d a c c u r a c y o f v i r a l r e p l ic a s e c o p y in g o f g e n o m ic
t e m p la t e s .
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F + R N A c o l ip h a g e s , li k e o t h e r R N A v i r u s e s , d is p l a y t r e m e n d o u s d iv e r s it y w it h i n
e a c h g e n u s , w h i c h h a s r e s u lt e d in t h e c o m p le t e g e n o m ic s e q u e n c in g o f o n ly a lim it e d
n u m b e r o f s t r a in s . H e n c e , t h e v a r i a t i o n b e tw e e n g e n o g r o u p s a n d t h e o c c u r r e n c e o f
r e c o m b in a n t s t r a in s i s u n k n o w n T h e p r e s e n t s t u d y , t o c r e a t e a c o m p r e h e n s iv e p a n e l o f
c o m p le t e g e n o m i c s e q u e n c e s , is m u c h n e e d e d a s it w i ll s h e d s o m e l ig h t o n e v o lu t io n a r y
p a t t e r n s a s w e ll a s r e v e a l c o n s e r v e d r e g io n s w it h i n e a c h F + R N A g e n o g r o u p w h ic h c a n
t h e n b e u s e d a s a b a s is fo r d e s ig n i n g o f s e n s it iv e m o le c u la r d e t e c t i o n a n d d if fe r e n t ia t i o n
m e t ho d s s u c h a s r e a l- t i m e RT - P C R a s s a y s
1 6
M A T E R IA L S A N D M E T H O D S
F + R N A S t r a i n s
F + R NA c o li p h a g e s t r a in s w e r e o bt a in e d f r o m v a r io u s s o u r c e s . O u r la b o r a t o r y a t t h e
U n iv e r s it y o f N o r t h C a r o l in a a t C h a p e l H il l h o ld s o n e o f t h e m o s t c o m p r e h e n s iv e
c o l le c t io n s o f p r o t o t y p e s s t r a i n s o f F + R N A c o l ip h a g e s A d d it io n a lly , w e h a v e a la r g e
c o l le c t io n o f F + R NA f ie l d s t r a in s i s o l a t e d f r o m g e o g r a p h ic a l ly a n d t e m p o r a l ly d if fe r e n t
s it e s im p a c t e d w it h h u m a n a n d a n im a l w a s t e T h e p h a g e s t r a in s w e r e s t o r e d i n T S B -
2 0 % g ly c e r o l a t - 8 0
° C . H o w e v e r , t h e ir p la q u e - p u r if ic a t io n s t a t u s is u n k n o w n .
I n it i a l S e l e c t i o n a n d E n r ic h m e n t
I n it i a lly , 18 7 d if fe r e n t F + R NA c o li p h a g e s t r a i n s , is o la t e d f r o m v a r io u s s o u r c e s , w e r e
o b t a in e d f o r t h is s t u d y (A p p e n d ix A ) . A ll s a m p le s w e r e e n r ic h e d u s i n g t h e tw o - s t e p
e n r i c h m e n t p r o c e d u r e (US E P A 2 0 0 1) . T h e h o s t s t r a i n u s e d w a s E . c o l i H S (p F a m p )R
g r o w n i n t r yp t ic s o y b r o t h (T S B ; D if c o , S p a r k s , M d ) s u p p l e m e n t e d w it h s t r e pt o m yc in -
s u lf a t e (1 5 m g / lit e r ) a n d a m p ic ill in (15 m g / lit e r ) . T h e c o l ip h a g e s t r a in w a s a l lo w e d t o
g r o w o v e r n ig h t a t 3 7
° C o n a s h a k e r a t 15 0 r p m T h e e n r ic h m e n t w a s c e n t r ifu g e d a t
14 , 0 0 0 X g fo r 3 0 m in u t e s a t RT t o r e m o v e t h e b a c t e r ia l h o s t c e l ls (E . c o l i F g m p - A TC C #
7 0 0 8 9 1 ) . T h e s u p e r n a t a n t w a s t h e n f i lt e r e d t h r o u g h a 0 4 5 p m S u p e r
®
M e m b r a n e
A c r o d is c
®
s y r in g e f i lt e r (P a l l C o r p , M l , US A ) . St o c k p h a g e s u s p e n s io n s w e r e p r e p a r e d
w it h f if te e n p e r c e n t g ly c e r o l a n d t he s a m p le s w e r e s t o r e d a t - 8 0
° C
V i r a l R NA E x t r a c t i o n a n d RT - P C R D e t e c t i o n
In it ia l ly , p h a g e R N A w a s a m p lif ie d by R T - P C R o f a g e n e t ic t a r g e t in t h e r e p lic a s e r e g io n
o f t h e v ir a l g e n o m e (T a b le 4 ) V ir a l n u c le a r m a t e r i a l f r o m t h e p h a g e s w a s o b t a in e d by
f ir s t d il u t i n g t h e e n r ic h e d p h a g e s 1 : 5 0 in R Na s e / DN a s e f r e e w a t e r (S ig m a - A ld r ic h )
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f o l lo w e d b y h e a t r e le a s e a t SQ
'
C f o r 7 m i n u t e s T h e s a m p le s w e r e t h e n p la c e d o n ic e t o
c o o l f o r 2 m i n u t e s . A t o t a l o f 2 5 |j I o f t h is h e a t
- r e le a s e d R N A t e m p la t e w a s a d d e d t o t h e
RT - PC R re a c t i o n m ix (f i n a l v o lu m e 2 5 |j l) c o n s i s t in g o f 5 |j l o f 5 X b u f f e r—w h i c h e n a b le s
e f f ic i e n t R T a t h ig h t e m p e r a t u r e a n d s p e c if ic a m p lif ic a t io n o f t h e d e s i r e d s e q u e n c e , 0 . 4
m M d N T P m ix , 2 0 p m o l o f M J V 8 2 p r im e r (T a b le 4 ) , 2 0 p m o l/ p l o f J V 4 1 , 1 5 p m o l o f J V 8 1 ,
1 0 U o f R N a s e i n h i b it o r (P r o m e g a , M a d is o n , W l ) , a n d 1 p i E n z y m e M i x (Q ia g e n ,
O n e S t e p RT - P C R k it ) .
T a b le 4 . O l ig o n u c l e o t id e p r im e r s u s e d in R T - P C R d e t e c t i o n o f r e p l ic a s e g e n o m ic r e g io n
o f F + R N A c o l ip h a g e s






- m e r P r o d s i z e
A lio le v ivTu s '^ ^^ ^ ^ F o r w a r d G T A T A G A Y C T K A A Y G A Y C A 19
L e v iv i r u s J V S l
"
R e v e r s e C CA R AA D A T C AT G G A C T C 1 8 2 66
A llo ie v lv ir u s J V 4 1
''
R e v e r s e C C C A T P G A R G A W A T Y T T C T C 20 2 29
'
Y = C o r T ; R = A o r G ; W = A o r T ; D = A , G , o r T K = G o r T
' '
B io t in - l a be le d
A g a r o s e G e l E l e c t r o p h o r e s i s
G e l e le c t r o p h o r e s is o f t he R T - PC R p r o d u c t s w a s d o n e o n a n e th id i u m b r o m id e s t a i n e d
2% a g a r o s e g e l (In v it r o g e n , C a r ls b a d , CA ) in 1X T r is - a c e t a t e E DT A (T A B ) b u ffe r (4 0 0
m M T r i s
,
2 0 . 0 m M a c e t a t e
,
1 2 7 m M EDT A pH 8 ) . T h e g e l w a s e x p o s e d t o UV lig ht
(U lt r a L u m T ra n s i llu m in a t o r ) , a p i c t u r e w a s ta ke n (G e l P r in t 2 0 0 0 1, B io p h o n e t ic s a n d
v id e o c o p y p r o c e s s o r P 6 7 u , M it s u b is h i) , a n d a n e le c t r o n ic c o p y w a s s t o r e d .
C o n f i r m a t io n o f t h e R T - P C R P r o d u c t s u s i n g R L B
Co n f ir m a t io n a n d t y p in g o f RT
- P C R p ro d u c t s w a s d o n e b y r e v e r s e l in e b lo t h y b r id iz a t io n
(R L B ) a s d e s c r ib e d p r e v io u s ly (V i n je e t a l . , 2 0 04 ) . A B i o d y n e C m e m b ra n e (p o r e s iz e
0 4 5 |j m . P a l l C o r p . , M l , U S A ) w a s p r e - c u t t o f i t a M in ib lo t t e r 4 5 (Im m u n e t i c s , C a m b r id g e ,
MA ) a n d w a s a c t iv a t e d in 16 % (w / v ) E DA C (S ig m a - A ld r ic h ) s o l u t io n a t r o o m t e m p e r a t u r e
f o r 10 m in u t e s T h e o lig o n u c le o t id e p r o b e s s p e c if i c f o r e a c h g e n e t i c g r o u p (V in je e t a l . ,
18
20 04 ) w e r e d i lu t e d in 0 . 5 M N a H C O s [p H 8 . 4 ] a n d c o v a l e n t l y b o u n d t o t ii e a c t iv a t e d
m e m b r a n e f o r 1 m in . a t r o o m t e m p e r a t u r e . T h e m e m b r a n e w a s t li e n in c u b a t e d i n 1 0 0
m M N a O H f o r 8 m i n t o h y d r o ly z e t h e r e m a in in g a c t iv e e s t e r s T h e w a s h s t e p w a s d o n e
o n a r o c l< in g p la t f o rm (10 0 r p m ) f o r 5 m i n . u s in g 2 X S S P E (G i b c o B R L L if e T e c h n o lo g ie s
I n c . ) w it h 0 . 1 % S D S (G ib c o - l n v it r o g e n ) . H y b r id iz a t io n w a s p e r fo r m e d e it h e r d ir e c t l y o r
t h e m e m b r a n e w a s w a s h e d f o r 5 m in . a n d s t o r e d i n 2 0 m M E D T A [p H 8 ] a t + 4
° C f o r
l a t e r h y b r id iz a t i o n .
T h e m e m b r a n e w a s f ir s t w a s h e d i n 2 X S S P E/ 0 . 1% S D S a n d a r r a n g e d i n s u c h a
w a y th a t t h e la n e s w it h t h e b o u n d o lig o n u c l e o t id e s w e r e p e rp e n d ic u la r t o t h e s l o t s o f t h e
m in ib l o t t e r
.
H e a t - d e n a t u r e d b io t i n - la b e le d R T - P C R p r o d u c t s (5 |j l p r o d u c t in 2 X
S S P E /0 . 1% S D S ) w e r e t h e n lo a d e d i n t h e s l o t s a n d a llo w e d t o hy b r id iz e f o r 6 0 m in . a t
4 8
° C . T h e h yb r id iz a t io n s t e p w a s f o l lo w e d b y t w o w a s h s t e p s o f 2 X S S P E /0 5 % S D S a t
4 8 ' ' C . T h e m e m b r a n e w a s t h e n i n c u b a t e d in 1 0 m l o f s t r e p t a v id in - p e r o x id a s e c o nj u g a t e
(R o c h e ) d il u t e d 1/4 0 0 0 in 2 X S S P E /0 5% SD S f o r 4 5 m in . a t 4 2
° C A ft e r w a s h in g tw ic e
in 2 X S S P E/ 0 5% S D S a t 4 2 X a n d tw ic e in 2 X S S P E a t t h e r o o m t e m p e r a t u r e , t h e
m e m b r a n e w a s e x p o s e d t o a n X - R a y f i lm (K o d a k B i o M a x L ig h t f i lm ) a f t e r in c u b a t io n fo r
1 m in . i n E C L d e t e c t io n liq u id (A m e r s h a m ) a c c o r d i n g t o t h e m a n u fa c t u r e r s
'
i n s t r u c t io n s .
F ilm s w e r e d e v e lo p e d a f t e r 3 0 m in . in a K o n ic a S R X - 1 0 1A f il m d e v e lo p e r .
T he m e m b r a n e w a s s t r i p p e d o f t h e b o u n d b i o t in - la b e le d p r o d u c t s f o r r e - u s e b y
w a s h i n g t h r e e t i m e s f o r 10 m i n i n 1% SD S a t 7 0
°
C f o ll o w e d b y r e m o v a l o f S D S u s in g 3
w a s h s t e p s w it h 2 X S S P E . T h e m e m b ra n e s w e r e t h e n s t o r e d i n 2 0 m M EDT A [p H 8 ] t o
k e e p t h e p r o b e s f r o m d e h y d r a t in g a n d t o p r e v e n t b a c t e r i a l g r o w t h .
D N A S e q u e n c i n g a n d P h y l o g e n e t i c A n a l y s i s
T h e RT - P C R p r o d u c t s w e r e p u r if ie d u s in g t he Q IA q u i c k P C R P u r if i c a t io n K it (Q i a g e n )
a n d s e q u e n c e d a t th e U NC - C H G e n o m e A n a l y s is F a c il ity (C ha p e l H i ll , N C ). T h e r a w
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s e q u e n c e d a t a f ile s w e r e i m p o r t e d in C ii r o m a s v . 1 . 4 5 (T e c h n e ly s i u m , H e le n s v a le ,
A u s t r a lia ) a n d e x p o r t e d a s F A S TA f ile s A l l le v i v i r u s s e q u e n c e s w e r e c o m b in e d w it h
M S 2 a n d G A p r o t o t y p e s e q u e n c e s in B io E d it (v 5 . 0 9 b y H a ll 1 9 9 9 ) t o g e n e r a t e a m u lt ip le
a li g n m e n t u s in g t h e C L U S T A L - W (v 1 . 4 ) . A l lo le v iv ir u s s e q u e n c e s w e r e a lig n e d w it h
s e q u e n c e s o f p r o t o t y p e s t r a in s Q (3, M 1 1 , S p a n d F i.
T h e T r e e c o n s o f tw a r e p r o g r a m a l lo w e d d i s t a n c e c a lc u la t io n o f t h e m u lt i p le
s e q u e n c e a lig n m e n t s u s i n g t h e J u k e s a n d C a n t o r c o r r e c t io n fo r e v o l u t io n a r y r a t e (v a n
d e P e e r 19 9 4 ) . U s i n g t h e U P G M A m e t h o d , p h y io g e n e t ic t r e e s o f le v iv ir u s a n d
a ll o le v iv ir u s s t r a in s w e r e c o n s t r u c t e d a n d th e c o n f id e n c e v a lu e s o f t h e i n t e r n a l l in e a g e s
w it h i n t h e d e n d o g r a m w e r e a s s e s s e d by r e pe a t in g t he a n a ly s is a f t e r r e - s a m p li n g o f t h e
d a t a t o r e d u c e t h e i n f l u e n c e o f i n p u t o rd e r o f s e q u e n c e s (b o o t s t r a p p in g , 1 0 0 r o u n d s )
P a n e l S t r a in S e l e c t i o n
A p a n e l o f 4 7 f ie ld s t r a in s (T a b le 7 ) w a s c o m p il e d in c lu d in g r e p r e s e n t a t iv e s t r a in s o f
e a c h g e n e t i c c lu s t e r t h a t s h o w e d t h e h ig h e s t s e q u e n c e v a r ia t io n i n t h e p a r t ia l r e p lic a s e
g e n e . O u t o f t h e 4 7 s t r a in s , 1 6 f i e ld s t r a in s w e r e s e le c t e d b a s e d o n o t h e r c r ite r i a s u c h a s
s p a t ia l a s w e ll a s te m p o r a l d is t r ib u t i o n (F ig u r e s 7 a n d 8 ) .
RT - P C R A m p l i f i c a t i o n S t r a t e g y
RN A E x t r a c t io n
V ir a l R NA w a s e x t r a c t e d f r o m 10 0 p i o f c o l ip h a g e l y s a t e b y a d d in g a n e q u a l v o lu m e o f
ly s is b u f fe r (G u a n i d iu m t h io c y a n a t e ) a n d in c u b a t i n g a t RT f o r 10 m i n . t o ly s e th e v i r i o n s .
V ir a l R N A w a s p u r if ie d b y a d d i n g 2 0 0 p i o f 10 0% e th a n o l a n d b in d in g t h is m ix t u r e t o a
Q IA a m p M i n i C o lu m n (Q IA a m p
® V ir a l R NA M in i K it , Q IA g e n , V a le n c ia , CA ) A f te r
w a s h in g w it h 7 5 % e t h a n o l t h e R N A w a s e lu t e d i n 5 0 |j | T E b u f fe r a n d e ith e r u s e d d i r e c t ly
o r s t o r e d a t - 8 0 ° C .
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A pp r o a c h B A pp r o a c h A
F ig 4 C a r t o o n o f a m p l if i c a t i o n s t ra t e g ie s e m p lo y e d fo r R T
- P C R a m p l if i c a ti o n o f th e c o m p le t e F + R N A
g e n o m e S pe c if i c s a r e d e t a i l e d in f ig u r e s 5 a n d 6 .
A p p r o a c h A
Be c a u s e t h e g e n o m e o f F + R N A c o l ip h a g e s d o n o t h a v e a 3
'
- e n d p o ly A t a il , w e p o ly -
a d e n y la t e d p u r if ie d c o li p h a g e R N A u s in g A T P a n d R N A p o l y m e r a s e (U S B C o r p . ,
C le v e la n d
,
O H ) a c c o r d i n g t o m a n u fa c t u r e r s
'
i n s t r u c t i o n s . T h e p r o d u c t w a s p u r if ie d f r o m
u n i n c o r p o r a t e d A T P b y e t h a n o l p r e c ip it a t io n u s in g 7 0% e th a n o l , 0 . 5 M a m m o n iu m
a c e t a t e (A m b io n ) , a n d 1 p i o f g l y c o b lu e (1 5 p g / p l , A m b io n ) A f t e r i n c u b a t io n a t - 2 0
° C fo r
3 0 m in , t he p o ly a d e n y la t e d R NA w a s c o l le c t e d b y c e n t r if u g a t i o n a t 1 4 , 0 0 0 x g f o r 3 0 m i n .
A ft e r a n a d d it i o n a l w a s h w it h 7 5% e t h a n o l f o llo w e d b y c e n t r if u g a t io n a t 14 , 0 0 0 x g fo r 1 5
m in . , R N A w a s r e s u s p e n d e d in 1 0 p i T E [p H 8 ] .
c D NA P r e p a r a t io n a n d P C R
L o n g c D NA w a s r e v e r s e t r a n s c r ib e d u s i n g T V N p r im e r (T a b le 5 ) w h ic h a t t a c h e s t o t h e
p o ly - A t a i l a t t h e 3
'
- e n d—a n d S u pe rs c r ip t I I I R e v e r s e T r a n s c r i p t a s e (In v it r o g e n )
fo ll o w in g th e m a n u f a c t u r e r s
' i n s t r u c t io n s U s i n g a s t r a in s p e c if ic r e p lic a s e p r im e r (T a b le
5 ) a n d p r im e r T V N l o n g - t e m p l a t e P C R p r o d u c ts w e r e o b ta in e d i n a 5 0 u l r e a c t i o n
c o n s is t in g o f 10 p i 5 X P h u s i o n HF b u ffe r (F in n z ym e s , E s p o o , F in la n d ) , 0 . 5 p i P h u s io n
2 1
D N A p o l y m e r a s e (F i n n z y m e s ) , 1 5 p i D M S O (f in a l c o n e . 3 % ) , 1 p i d N T P (10 m M ) , a n d 1
\i \ e a c h o f 5 0 p m o l/ |j l p r im e r s
T a b le 5 . O l ig o n u c le o t id e s f o r P C R a m p l if ic a t io n o f a n a p p r o x im a t e l k b r e g io n , b e g i n n in g
a t t h e p o ly a d e n y l a t e d 3
'
- e n d o f t h e g e n o m e
S a m p le P r im e r S e q u e n c e 5
' — ^ 3 " O r i e n t a t io n T m
' C
A l l
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Re v P ri m e r
5 :
(T T T T T T T T ), c D N A
T VN
Phu s i o n B u f f e r PC R
F ig . 5 A m p l i f i c a t io n s t ra t e g y fo r S
'
- e n d o f F + R N A g e n o m e
- I k b S e qu e n c e
2 2
C l o n i n g
R T - P C R p r o d u c t s w e r e c lo n e d in t o t h e Z e r o - b l u n t v e c t o r (I n v it r o g e n , C a r l s b a d , C A ) a n d
r e s c u e d in O n e S h o t T O P 10 c he m ic a lly c o m pe t e n t E . c o l i c e l ls ( I n v it r o g e n , C a r ls b a d ,
CA ) f o l lo w in g m a n u f a c t u r e r s
'
p r o t o c o l T h e c e lls w e r e g r o w n o n n u t r ie n t - r ic h L B - a g a r
p la t e s o v e r n ig h t a n d 5 w h it e c o lo n ie s w e r e s e le c t e d t o t e s t fo r a p p r o p r ia t e s iz e d i n s e r t
b y c o lo n y P C R u s i n g M 13 f la n k in g p r i m e r s T h e r e m a i n in g h a lf o f t h e s e le c t e d c o lo n ie s
w e r e p ic k e d f r o m t h e p l a t e s a n d g r o w n in L B b r o t h w it h 5 0 |j g / |j l k a n a m y c in f o r 1 8 h o u r s
o n a s h a k e r a t 3 7
° C . T h e p la s m id s f r o m th e o v e r n ig h t c u lt u r e s w e r e p u r if i e d u s in g a
Q IA g e n p la s m i d p u r if i c a t i o n k it (Q IA g e n , V a le n c ia , C A ) T h e y ie ld o f t h e p la s m id w a s
e s t i m a t e d b a s e d o n t h e in t e n s it y o f t h e D NA b a n d o n a n e t h id iu m b r o m id e s t a in e d 1%
a g a r o s e g e l.
D NA S e q u e n c i n g
Fo r e a c h l o n g P C R p r o d u c t , t h r e e p u r if i e d p l a s m i d s f o r w e r e s e q u e n c e d (S e q u e t e c h
C o rp . , ly/l o u n t a in V ie w , CA ) S e q u e n c in g w a s pe rf o r m e d o n A B I 3 7 3 0 x 1 D NA A n a ly z e r
p la t fo r m a n d t h e r e s u lt s w e r e o b t a i n e d e le c t r o n ic a ll y C l o n e s o f f ie ld s t r a i n s P 2 2 a n d P 2 4
w e r e s e q u e n c e d a t t h e U N C - C H G e n o m e A n a ly s is F a c il it y (C h a p e l H ill , N C ) .
A p p r o a c h B
B e c a u s e t h e 5 ' - e n d s e q u e n c e o f m o s t F + RN A s t r a in s is u n k n o w n ; w e e m p l o ye d a
s o m e w h a t u n iq u e t e c h n iq u e t o a t t e m p t t o R T - P C R a m p lif y t h e 5
'
- e n d o f t h e g e n o m e
(F ig u r e 6 ) A f t e r s y n t h e s is o f c D NA u s i n g a s t r a i n - s p e c if ic r e v e r s e p r im e r a n d
S u p e rs c r i pt II I R e v e r s e T r a n s c r ip t a s e (In v it r o g e n ) , c D NA w a s p o ly - a d e n y l a t e d a t t h e 3
'
-
e n d u s in g t e rm in a l t r a n s fe r a s e (R o c h e ) a n d d A T P a t 3 7
° C f o r 15 m in u t e s . A f t e r s t o p p in g
t he r e a c t i o n b y a d d in g 1 6 p i o f 2 5 m M EDT A f o l lo w e d b y p h e n o l/ c h lo r o f o r m
-
/ is o a m y la lc ho h o l (2 5 : 2 4 : 1 ) (S ig m a - A ld r ic h ) e x t r a c t io n , t h e a q u e o u s c D NA c o n t a in in g
2 3
p h a s e w a s e x t r a c t e d w it h a n e q u a l a m o u n t o f c h lo r o f o rm . T h e n u c le ic a c id s w e r e t h e n
c o l le c t e d b y 7 0 % e t h a n o l p r e c i p it a t io n a n d 0 5 M a m m o n iu m a c e t a t e G ly c o b l u e w a s
a d d e d t o b e t t e r v is u a liz e t h e p e l le t a f t e r c e n t r if u g a t i o n f o r 2 0 m in a t 1 4 , 0 0 0 x g a t A C
T h e n u c le ic a c id p e lle t w a s t h e n r e s u s p e n d e d i n 1 0 ^ 1 o f T E b u f f e r [p H 8 ]
L o n g PC R
L o n g - t e m p la t e P C R , s im i la r t o t h e P C R in A p p r o a c h A , w a s th e n p e r fo r m e d o n t h e
c D N A w it h P h u s io n H i g h - F id e l it y P C R k it (F in n z ym e s , E s p o o , F i n la n d ) . T h e r e p l ic a s e
r e v e r s e p r im e r—d e s ig n e d e a r lie r—s e r v e d a s a fo rw a r d p r im e r , w h ile G G (T )2 5 p r im e r
w a s u s e d a s t h e r e v e r s e p r im e r w h ic h if a p o ly A t a il w o u l d b e p r e s e n t w o u ld a n n e a l t o
t h is s t r e t c h o f T s (F ig u r e 6 ) .
5
'





R T - S u pe i s c ri p t





c D N A
T e r m in a l T r a n s f e r a s e + dA T P
(A A A A A A A )„ -
5
'
(A A A A A A A ), ^
5
'
E t i i a n o l P r e c ip i t a t i o n
F w d Pr im e r
5
'
Ph u s i o n B u f ra : PC R
2 5 - 3 2 k b Se q u e n c e
F ig 6 A m p l i f i c a t io n s tr a t e g y fo r 5
'
- e n d o f F + R N A g e n o m e
2 4
T r o u b l e s h o o t i n g A p p r o a c h B
P r o t o t y pe M S 2 c o li p h a g e , f o r w h ic h , t h e c o m p le t e g e n o m ic s e q u e n c e i s k n o w n
(G e n b a n k a c c e s s i o n n o . N C _ 0 0 14 1 7 ) , w a s u s e d t o t r o u b le s h o o t a p p r o a c h B . A p r im e r
p a ir g e n e r a t in g a 2 9 0 b p p r o d u c t n e a r t h e 3
'
- e n d o f t h e c D N A (5
'
- e n d o f t h e R N A ) w a s
d e v e lo p e d A d d it io n a lly , a r e p lic a s e r e v e r s e p r im e r w a s d e v e lo p e d t o b e u s e d t o g e t h e r
w it h G G (T ) 2 5 p r im e r in t h e lo n g P C R a s s a y .
T a b le 6 . O lig o n u c le o t id e s f o r t r o u b le s h o o t in g A p p r o a c h B a s a lo n g t e m p la t e P C R
a m p l if ic a t io n s y s t e m in c lu d in g t h e 5
'
g e n o m ic e n d




O r ie n t a t i o n T n i
°
C N o t e
A ll P o ly
- T G G (T )25 R e v 6 0 5 1
M S 2 M Z 1 C G T A T C G T C T C G C C A T CT Fw d 54 8
fo ^ gK m e r
M Z 2 G G T C C T G C T C A A C T T C C T R e v 5 9 2
, ^ „ L ^f Iif„ ^ ,r e v e r s e p r i m e r
M Z 3 A T A C G G A G A G G G G T A G T G C Fw d 5 3 6
3
'
c D N A
fo rw a r d p r im e r
A ft e r in it ia l u n s u c c e s s fu l a t t e m p t s t o g e n e r a t e a p r o d u c t , f u r t h e r m o d if ic a t io n s
w e r e m a d e t o t h e o r ig in a l p r o t o c o l , i n c l u d in g i n c r e a s e d a m o u n t—^f r o m 5 0 |j I t o 1 0 0 p i— o f
p h e n o l :c h o Io r o f o r m : is o a m y l a lc o h o l , in c r e a s e d a m o u n t o f R NA t e m p la t e , a s w e ll a s a n
a d d it i o n a l e t h a n o l p r e c ip it a t io n s t e p a ft e r t h e c D N A p r e p a r a t io n a n d l o n g e r in c u b a t io n
p e r io d u s i n g t e r m in a l t r a n s fe r a s e
2 5
R E S U L T S
S e l e c t i o n a n d C l a s s i f i c a t i o n o f t h e S t r a i n s
O u r f ir s t g o a l w a s t o m a ke a n i n v e n t o r y o f a s m a n y a v a i la b le p a r t ia lly s e q u e n c e d F + RNA
c o lip h a g e s t r a i n s a s p o s s i b le , r e p r e s e n t i n g a m a x im u m o f g e n e t ic a s w e l l a s g e o g r a p h ic
a n d t e m p o r a l d is t r i b u t io n d iv e r s it y in o u r p a n e l M a n y o f t h e s t r a in s w e r e a v a i la b le a s
a r c h iv e d g ly c e r o l s t o c k s T a b le 7 s h o w s a s n a p s h o t o f t h e r e s u lt s o f R T - P C R a n d R L B
p e r f o rm e d o n a l l t h e s a m p l e s a f t e r T S B e n r ic h m e n t .
T a b le 7 . G e n e t ic c la s s if ic a t i o n o f p o t e n t ia l F + R N A f ie ld s t r a in s t o i n c lu d e i n t h e p a n e l
G e n e r a S e r o g r o u p F + R NA # o f s t r a i n s
L e v iv ir u s i M S 2 13
II G A 13
J S 3
A l lo le v iv ir u s I I I Q p 13
M 1 1 0
IV S P 4
F i 1
T o t a l 4 7
P a n e l S t r a i n S e l e c t i o n f o r P h y l o g e n e t i c A n a l y s is
T he s t r a in s w e r e a li g n e d u s i n g th e C lu s ta lW v 1 4 p r o g r a m , a n d p h y l o g e n e t ic t r e e s w e r e
c r e a t e d .
2 6
4 0% 3 0 % 2 0 %
\— 1 0%1—
8 3
C W - 0 0 9 7 7
C A s e w a g e _ 4
G r e e n w o o 9 5
D U O I
N e w b e r r y S
N e w b e r r y l 6
D U 6
D L 4 3
2G I 1 3
D L 5 4





G r e e n w o o d S O
F r
|S T 4 |
M S 2
CW - 02 9_ 1
L a K O o n 2
C W - 00 9_ 1
SV - 34 3 4
2 0 ^
1 7
SV - 32 2_ 14
Id l i I
W i l s o n C r l 6
L a g o o n 2- 1 5
D o n a v i H 2 - 2
F ig 7 Ph y lo g e n e t i c t r e e o f L e v i v i r u s e s T h e b o ld e d a n d u n d e r l i n e d s t r a in s a r e p r o to t y p e s t r a i n s ,
w h i le t h e
s tr a i n s i n bo x e s a r e f i e ld s t r a i n s s e le c t e d f o r t h e d a t a b a s e pa n e l T h e ph y lo g e n e t i c t r e e i s b a s e d o n 2 6 6
- n t
r e g io n o f t h e r e p l i c a s e g e n e
2 7




















C W 2 2 1 - 1 2
2 A I 3 5
[H L4 - 9 I
C W 0 64 - 2
- 2 A I 3 1
p W CW 5 0
l— W CW 17 9
— C o n e r o s s9
tr w i s I
— G r e e n w o o d 2
— CW 00 5 N - 3
- Y o r k_ 2
Y W 6
S0 3 8 - 4
— S2 3 5 - 4 0
M X l
— L a Ko o n 43
- M i l
- F i









G 3 & 4 _ 7
SP
G l & 2 _ 3
D o n a v i H l - 2
D o n a v D u p s l
D o n a v H l - 3
F ig . 8 P h y lo g e n e t i c t re e o f A l lo le v i v i r u s e s T h e bo ld e d a n d u n d e r l i n e d s t r a in s a r e p r o t o ty p e s t ra in s , w t i i ie t h e
s tr a in s in bo x e s a r e f ie ld s t r a i n s s e le c te d fo r t he d a ta ba s e p a n e l T he p h y lo g e n e ti c t r e e is ba s e d o n 2 2 9
- n t
r e g io n o f t h e r e p l i c a s e g e n e
2 8
T h e s e le c t e d s t r a in s w e r e f r o m a v a ri e t y o f s o u r c e s a n d d iv e r s e g e o g r a p h ic
lo c a t io n s . T a b le 8 s h o w s t h e d e t a ile d d e s c r ip t i o n o f t h e s a m p le s t h a t w e r e c h o s e n f o r
t h is s t u d y D u e t o p r e v io u s a g r e e m e n t s , a ll g r o u p I a n d I I s t r a i n s w e r e s h ip p e d t o E PA
la b in G u lf B r e e z e
,
F L T h e s t r a in s
,
t o t a li n g n i n e , w il l b e s e q u e n c e d a n d t h e r e s u lt s w il l
b e r e p o r t e d e ls e w h e r e .
T a b le 8 S t r a i n s s e le c t e d f o r t h e p a n e l
S a m p l e
ID
S a m p le
S o u r c e
L i k e ly F e c a l
Wa s t e S o u r c e
S a m p l e L o c a t io n o r O r i g i n
In i t ia l











W a s t e w a t e r
Wa t e r
W a t e r
M u s s e l
Wa te r
C la m
W a t e r










T h e Ne t h e r la n d s
NC / S C
T ij u a n a R iv e r N E R R/T ij u a n a
R iv e r
D e la w a r e B a y N E R R /B a y N e a r -
S h o r e
T ij u a n a R iv e r N E R R/T ij u a n a
R iv e r
G r e a t B a y/ N a n n ie Is la n d
N a r r a g a n s e t t A/Ve s t
D e la w a r e B a y N E R R /B a y N e a r -
S h o r e
T a lb e r t M a r s h , C A
M S 2 (G r o u p I )
G A (G r o u p I I)
M S 2 (G r o u p I )
M S 2 (G r o u p I)
G A (G r o u p I I)
G A (G r o u p I I)
G A (G r o u p II )
G A (G r o u p I I)
G A (G r o u p 11)
D L 5 1 O y s t e r NA G r e a t B a y/ N a n n ie Is la n d
D L 52 W a t e r NA R a c h e l C a r s o n W/ T o w n M a r s h
D L 54 W a t e r NA N a r r a g a n s e t tA /Ve s t
TW 18 N A N A T h e Ne t h e r la n d s
H L4 - 9 H o g L a g o o n S w in e N C / SC
P 2 2 B ir d f e c e s B ir d T a lb e r t M a r s h , C A
P 24 B ir d f e c e s B ir d T a lb e r t M a r s h
,
C A
J S (G r o u p I I )
J S (G r o u p I I )
J S (G r o u p II )
Q p (G r o u p I II )
Q P (G r o u p I II )
S P/ F i (G r o u p IV )
S P/ F i (G r o u p IV )
I n t h i s s t u d y , w e p r e s e n t t h e r e s u lt s o f g e n e t i c c h a r a c t e r iz a t io n t h e tw o g r o u p I I I f ie ld
s t r a i n s
,
t h e tw o g r o u p IV f ie l d s t r a i n s a s w e ll a s t h r e e f ie ld s t r a i n s f r o m t h e p o t e n t ia l n e w
J S s u b- g r o u p . P r o t o t yp e s t r a i n s a r e a d d e d t o th e p a n e l t o i d e n t if y t h e p o t e n t ia l
g e n o g r o u p in g o f t he f ie ld s t r a in s .
E x a m p le S t r a i n : H L 4 - 9
T he f o ll o w in g f ig u r e s s h o w t h e r e s u lt s o f v a r io u s s t e p s i n t h e p r o c e s s i n g o f t h e s t r a in
H L4 - 9 .
2 9
F ig 9
(a ) 2 % a g a r o s e g e l s h o w in g a w e a k w h it e r e p i i c a s e R T -
P C R b a n d T h e ge l o n ly c o n f i r m s th e g e n e r a o f t h e
s t r a i n
(b) R L B f ilm c o n f i r m in g t h e H L 4 - 9 s t r a i n a s Q p- l i k e o r
s e r o g r o u p II I T h e t w o s p o t s a r e 2X a n d X p r o b e
c o n c e n t r a ti o n
(c ) T h e lo n g P C R p r o d u c t (A p p r o a c h B ) o n 1% a g a r o s e
g e l
(d ) T h e f i v e r e p l i c a t e e n r i c h m e n t s o f l o n g P C R p ro d u c t
c l o n e d i n O n e S h o t T o p 10 C he m ic a l ly c o m p e te n t E c o l i
c e l l s , a f te r t h e p l a s m id s w e r e e x t r a c t e d a n d p u r i fi e d T h e
g e l s h o w n h e r e w a s 1 % T h r e e c lo n e s w e r e p ic k e d a n d
8 Mg o f e a c h s a m p le w a s m a d e a v a i l a b le f o r s e q u e n c i n g
3 0
S e q u e n c e R e s u l t s
Se q u e n c e o f t h r e e c lo n e s f o r e a c h s t r a in —D L 5 1 , D L 5 2 , D L 54 , H L 4 - 9 , T W 1 8 , P 2 2 , a n d
P2 4—o f a p p r o x i m a t e ly 1 k b a n d i n c l u d in g t h e 3
'
- e n d w e r e o b t a in e d A f t e r a l ig n in g , a
c o n s e n s u s s e q u e n c e w a s c r e a t e d . T h e p hy lo g e n e t ic t r e e w a s d r a w n i n c l u d in g t h e f o u r
p u b lis h e d r e f e r e n c e s t r a in s , M S 2 , f r , G A , a n d K U 1 S a m p le D L 5 1 w a s e x c lu d e d f r o m t he
le v iv i r u s p a n e l b e c a u s e , u s in g B LA S T s e a r c h o n P u b M e d , it s s e q u e n c e f o r a ll t h r e e
c lo n e s w a s fo u n d t o h a v e a 10 0% m a t c h t o a n E c o l i s t r a i n .
S e q u e n c e r e s u l t s fo r g r o u p I I I a n d iV (F ig u r e 12 a n d 13 ) w e r e a ls o a lig n e d w it h
p u b lis h e d r e fe r e n c e s t r a in s .
3 1
L e v i v i r u s N u c l e o t i d e S e q u e n c e





D L 5 2
y j s
I t a l i c i z e d : P a n e l S t r a i n s
B o l d a n d U n d e r l i n e d : P r o t o t y p e s t r a i n
G A
K U l
F ig 10 P h y lo g e n e t i c t re e o f a p p r o x im a t e ly 9 0 0 n t s e q u e n c e s (9 1 2 n t f o r IVIS Z , 8 15 fo r G A a n d 8 6 5 n t f o r t h e
J S s t r a in s ) o f t h e 3
'




7 f ;4. 6 0 %
S e q u e n c e D i f f e r e n c e
5 0 % 4 0 %
L e v i v i r u s A m i n o A c i d s e q u e n c e
1 0 0
I t a l i c i z e d : P a n e l S t r a i n s
B o l d a n d U n d e r l i n e d : P r o t o t y p e s t r a i n













F ig 1 1 P h y lo ge n e t i c t r e e o f a s t r e t c h o f a p p r o x im a t e ly 2 5 0 a m in o a c id s e q u e n c e s (2 4 6 A A fo r M S 2 , f r a n d
b o t h J S s t r a in s a n d 2 3 1 A A fo r G A a n d K U l ) a t t he 3
'
- e n d o f le v i v i r u s e s
3 2
s c a l e A U o l e v i v i r u s N u c l e o t i d e S e q u e n c e
I t a l i c i s e d : P a n e l S t r a i n s
B o l d a n d U n d e r l i n e d : P r o t o t y p e s t r a i n
H L 4 - 9





N I . 9 5
P 2 4
F ig 1 2 P h y lo g e n e t i c t r e e o f a p p r o x im a t e ly 9 0 0 n t s e q u e n c e s (9 12 n t fo r Q b , 9 3 1 f o r M 1 1 a n d 9 0 1 n t fo r
N L9 5) o f t he 3
'
- e n d o f t l i e g e n o m e o f a l l o l e v iv i r u s e s
S e q u e n c e D i f f e r e n c e
6 0 %
- t—
50 % 4 0 %—I
3 0%—;—
A U o l e v i v i r u s A m i n o A c i d s e q u e n c e
I t a l i c i z e d : P a n e l S t r a i n s








T W l S





N L 9 5
P 2 4
F ig 1 3 Ph y lo g e n e t ic t r e e o f a p p r o x im a te ly 2 50 a m in o a c id (2 7 5 A A f o r Q p, 2 7 7 A A f o r M 1 1 , a n d 2 6 5 A A f o r
S P ) a t th e 3
'
- e n d o f a l l o le v i v i r u s e s .
3 3
T r o u b l e s h o o t i n g o f A p p r o a c h B
N o p r o d u c t s w e r e o b t a in e d w h e n u s in g a p p r o a c h B t o t h e 5
'
- e n d o f t h e J S s t r a in s S i n c e
t h e e x a c t s e q u e n c e o f t h e 5
'
- e n d o f m o s t f ie ld s t r a i n s is n o t k n o w n a n d t h u s n o
s e q u e n c e - s p e c if ic p r i m e r s c o u ld b e d e v e lo p e d t o s e e w h e t h e r c - D N A w a s c r e a t e d b u t
n o t a m p lif ie d , p r o t o t y pe s t r a in MS 2 o f w h i c h t h e c o m p l e t e g e n o m i c s e q u e n c e is
a v a i la b l e t h r o u g h G e n B a n k w a s u s e d t o t r o u b le s h o o t a p p r o a c h B .
N o lo n g P C R - p r o d u c t w a s o b t a i n e d w h e n u s in g M S 2 R NA a s t e m p l a t e fo r
a p p r o a c h B e it h e r . W he n u s i n g MS 2 - s p e c if i c p r im e r s (M Z 2 a n d M Z 3 ) t a r g e t in g a r e g io n
c lo s e t o t h e 5
'
- e n d o f t h e M S 2 g e n o m e h o w e v e r , a 3 0 0 b p P C R p r o d u c t o f t h e e x p e c t e d
s iz e w a s o b ta i n e d . N o n e o f t h e m o d if ic a t i o n s t o t h e t e r m i n a l t r a n s f e r a s e p r o t o c o l g a v e a
p r o d u c t s t r o n g ly i n d ic a t i n g th a t t h e t e r m i n a l t r a n s fe r a s e r e a c t io n d id n
'
t r e s u lt i n e n o u g h
p o l y a d e n y la t e d c D N A t o u s e a s a p p r o p r ia t e P C R t e m p la t e fo r t h e G G (T )2 5 p r i m e r t o
a n n e a l t o .
3 4
D IS C U S S IO N
M a le - s p e c if ic R N A c o li p li a g e s h a v e b e e n w id e ly u s e d a s i n d ic a t o r s o f f e c a l
c o n t a m in a t io n o f e n v i r o n m e n t a l w a t e r a n d o t h e r t y p e s o f s a m p le s ( s h e llf is h , p r o d u c e ,




e t c . ) . F u r t h e r m o r e , F + R N A s e r o g r o u p i n f o r m a t i o n c a n r e l ia b ly b e u s e d t o
d if fe r e n t ia t e b e tw e e n h u m a n a n d a n im a l f e c a l p o ll u t io n ( lA WP R C 19 9 1 ) . T h e c u r r e n t
m e t h o d s f o r F + R N A d e t e c t io n i n c l u d e t y p e - s p e c if i c p h a g e n e u t r a l iz a t io n u s in g
s e r o g r o u p - s p e c if ic p o ly v a le n t a n t is e r a (F u r u s e 1 9 8 7 ) , d ir e c t h y b r id iz a t i o n u s in g t y p e -
s p e c if ic o lig o n u c le o t id e p r o b e s (H s u e t a l 1 9 9 5 , B e e k w i ld e r e t a l 19 9 6 ) , a n d a b r o a d ly
r e a c t iv e g e n u s - s p e c if ic R T - P C R a s s a y (V i n je e t a l . 2 0 0 4 ) O
' C o n n e ll e t a l (2 0 0 6 ) h a v e
r e c e n t ly d e s i g n e d a r e a l- t i m e R T - P C R a s s a y fo r M S 2 H o w e v e r , t h e r e r e m a i n s a n e e d
f o r r e a l- t im e R T - P C R a s s a y fo r r a p id d e t e c t io n a n d d if fe r e n t ia t io n o f a ll F + R N A
s e r o g r o u ps . R e a l- t im e R T - P C R a s s a y w i ll a l lo w r e s e a r c h e r s a n d in v e s t ig a t o r s t o d e t e c t
t h e p r e s e n c e o f in d ic a t o r o rg a n is m s q u a n t it a t iv e ly a n d f a s t e r t h a n c o n v e n t io n a l RT - P C R .
O u r o v e r a l l a i m w a s t o c r e a t e a la r g e d a t a b a s e o f c o m p l e t e g e n o m ic s e q u e n c e s
o f v a r io u s F + R N A c o l ip h a g e f ie ld s t r a in s w h ic h w il l s e r v e a s a b a s is fo r d e s ig n i n g o f
r o b u s t g r o u p - s pe c if ic r e a l- t im e RT - P C R a s s a y s A t o t a l o f 1 6 f ie l d s t r a i n s , f r o m a n i n it ia l
c o lle c t io n o f 4 7
,
r e p r e s e n t in g t h e f o u r s e r o g r o u p—I , I I , I I I , a n d IV—a n d t he n o v e l JS
s u bg r o u p w e r e s e le c te d fo r t h is s tu d y T h e c h o ic e o f f i e ld s t r a i n s w a s ba s e d o n t h e
a m o u n t o f s e q u e n c e d iv e r s it y o f t h e p a n e l s t r a in s w it h in e a c h g e n o g r o u p I n t h e
r e p lic a s e r e g io n , w e f o u n d t h e s e q u e n c e d iv e r s it y w it h in e a c h s u b g r o u p t o v a r y b e tw e e n
5 - 10 % w he n c o m p a r e d t o s e q u e n c e s o f t he p u b l is he d p r o t o t yp e s t r a in s (M S f o r g r o u p I ,
GA fo r g r o u p 11, J S fo r t h e J S g r o u p , o p fo r g r o u p II I , a n d S P f o r g r o u p IV ) A m o n g t h e
f ie ld s t r a in s b e lo n g in g t o g e n o g r o u p I I I a n d IV w e fo u n d le s s s e q u e n c e d iv e r s it y
c o m p a r e d t o f ie ld s t r a i n s b e lo n g in g t o g e n o g r o u p I o r I I a n d t h e r e f o r e , in it i a ll y o n ly tw o
f ie ld s t r a in s o f e a c h o f g e n o g r o u p s I I I a n d IV w e r e in c l u d e d i n t h e p a n e l
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A p p r o x im a t e l y 9 0 0 n u c le o t id e n o v e l s e q u e n c e s f o r e a c h o f t h e s e le c t e d p a n e l
s t r a in s w e r e o bt a in e d . A ll 3 c lo n e s o f D L 5 1
,
i n it i a ll y c l a s s if ie d a s a J S s t r a in i n t h e
r e p li c a s e r e g io n , g a v e a 9 0 0 n t in s e r t 10 0% id e n t i c a l t o £ c o li a n d h e n c e c o - p u r if ie d E -
c o li R N A w a s p ic k e d u p b y o u r R T r e a c t io n .
T a b le 9 N u c le o t i d e d if f e r e n c e b e tw e e n l e v iv ir u s p a n e l s t r a i n s









2 0 / 3 0
G A
50 / 9 5
50 / 9 5
K U 1
5 0 / 9 5
5 0 / 9 5
20 / 2 0
D L5 2
4 0 /6 0
4 0 / 6 0
50 /9 5
50 / 9 5
D L54
4 0 / 6 0
4 0 / 6 0
50 / 9 5
50 / 9 5
10 / 1 0
N o t e : p e r c e n t a g e d if fe re n c e s i n x /y , w h e re x = d i f fe r e n c e i n 2 6 6 n t s e q u e n c e a n d y
= d l f fe r e n c e in ~ 1 k b
s e q u e n c e
T a b le 1 0 N u c le o t id e d if fe r e n c e b e tw e e n a llo ie v i v i r u s p a n e l s t r a in s









Q P M 11
3 5 / 4 0
S P
60 / 6 5
6 0 / 6 5
N L 95
6 0 / 6 5
6 0 / 6 5
30 / 1 5
H L4 9
5 / 5
35 / 4 0
6 0 / 6 5
6 0 / 6 5
TW 18
5 / 4
3 5 / 4 0
6 0 / 6 5
6 0 / 6 5
5 / 5
P 2 2
6 0 / 6 5
6 0 / 6 5
3 0 / 1 5
2 5 / 1 0
60 / 6 5
60 / 6 5
P 2 4
6 0 / 6 5
6 0 / 6 5
30 / 1 5
5 / 5
6 0 / 6 5
6 0 / 6 5
2 5 / 1 0
N o t e : p e rc e n t a g e d i f fe re n c e s i n x /y , w h e re x = d i f fe r e n c e in 2 2 9 n t s e q u e n c e a n d y = d i f fe r e n c e in
~ 1 Ic b
s e q u e n c e .
T h e le v iv ir u s t r e e g e n e r a t e d f r o m t h e ~ 1 k b 3
'
- e n d s e q u e n c e s s h o w s a n in c r e a s e i n
s e q u e n c e d iv e r s it y b e tw e e n t h e p r o t o t yp e s t r a in s a n d th e J S s u b g r o u p . T he i n c r e a s e i n
s e q u e n c e d if fe r e n c e w a s a ls o s ig n if ic a n t fo r s e r o g r o u p II I f ie ld s t r a i n s—HL 4 - 9 a n d
T W1 8—c o m p a r e d t o M i l p r o t o t y p e s t r a i n s T h e s e q u e n c e d iv e r s it y b e tw e e n t he g r o u p
II I f ie ld s t r a in s a n d Q p re m a i n e d c o n s t a n t f r o m 2 2 9 n t t o ~ 1 kb s e q u e n c e H o w e v e r , t h e
s e q u e n c e d if f e r e n c e b e tw e e n S P a n d N L 9 5 v e r s u s g r o u p IV s t r a in s—P 2 2 a n d P 2 4—
w a s le s s i n t h e ~ 1 k b p r e g io n c o m p a r e d t o t h e p a r t i a l r e p lic a s e r e g io n o f 2 2 9 n t In s p it e
o f t h e c h a n g e in t h e s e q u e n c e d if f e r e n c e a m o n g t h e f ie ld s t r a in s a n d t h e ir p r o t o t yp e
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s t r a i n s , it is n o t e w o r t h y t li a t t in e s e q u e n c e d if f e r e n c e a m o n g t li e f ie ld s t r a in g r o u p s
r e m a in e d r e la t iv e l y t h e s a m e . F o r e x a m p le , D L 5 2 a n d D L 54
~ 1 k b p s e q u e n c e d if fe r e n c e
r e m a in e d a t a b o u t 10% c o m p a r e d t o t h e i r 2 6 6 n t r e p l ic a s e r e g io n s e q u e n c e . T h e a m in o
a c id s e q u e n c e s d is p l a y e d a s i m il a r s e q u e n c e d if f e r e n c e s—a s c o m p a r e d t o ~ 1 k b 3
'
- e n d
s e q u e n c e—^f o r b o t h le v i a n d a l lo le v iv i r u s e s
V in j e e t a l (2 0 0 4 ) a r g u e d fo r tw o s u bg r o u p s w it h in s e r o g r o u p I I I a n d a n o v e l JS
s u bg r o u p O u r r e s u lt s b a s e d o n t he - 1 k b 3
'
- e n d , a s w e l l a s a m i n o a c id , s e q u e n c e s
c o n f i r m e d t h e s e f i n d i n g s
A p p r o a c h B w a s t h e o r e t ic a lly s o u n d H o w e v e r , it d id n o t y ie ld a n y p o s it iv e r e s u lts .
T he t r o u b l e s h o o t in g w a s p e r f o r m e d o n a s t r a in (M S 2 ) w h o s e c o m p le t e g e n o m e
s e q u e n c e i s k n o w n T o c h e c k w h e t h e r t h e f a il u r e w a s r e la t e d to t h e a b s e n c e o f 5
'
- e n d
c DNA o r b e c a u s e o f t h e t e r m i n a l t r a n s fe r a s e r e a c t io n
,
M S 2 s p e c if ic p r im e r s t a rg e t in g a
s t r e t c h o f t h e 5
'
- e n d o f t h e M S 2 g e n o m e w e r e e m p lo ye d . A f t e r t h e r e v e r s e t r a n s c r ip t io n
s t e p , c D NA w a s c o n f ir m e d t o b e p r e s e n t . F o llo w i n g th e t e r m in a l t r a n s f e r a s e r e a c t io n—
w h ic h a d d s a p o l y - A t a il t o t h e 3
'
e n d o f t h e c D N A—lo n g P C R w a s p e r fo r m e d w it h o n e
p r im e r a t t a c h in g t o t he p o ly - A t a i l W h ile n o p r o d u c t w a s o b t a in e d f o r lo n g P C R , 3
'
- e n d
o f th e c DNA (5
'
- e n d o f t h e R NA ) w a s p r e s e n t . T h is im p l ie s th a t e it h e r th e p o ly - A ta i l w a s
n o t c r e a t e d o r t h e r e is a p r o b le m w it h th e lo n g P C R S o m e m o d if i c a t io n s o f t h e p r o t o c o l
w e r e i m p le m e n t e d t o r e c t if y t h e s it u a t i o n , in c lu d i n g :
1 . In c r e a s e o f c o li p h a g e R NA i n p u t t o p r o v id e m o r e ta rg e ts f o r th e t e r m in a l
t r a n s fe r a s e .
2 . In c r e a s e t h e dA T P—^f r o m 1 m M a s p r e s c r ib e d b y t h e m a n u f a c t u r e r s
'
i n s t r u c t io n s
t o 10 m M—c o n c e n t r a t io n t o in c r e a s e n u c le o t id e s a v a i la b ilit y .
3 P e rf o r m i n g t h e e t h a n o l p r e c ip it a t io n a f t e r t h e r e v e r s e t r a n s c r ipt io n s t e p t o
c o n c e n t r a t e t he c D NA a n d a l lo w a b e t t e r b u f fe r c h a n g e t o t h e o pt im a l r e a c t io n
b u f fe r o f t e rm in a l t r a n s fe r a s e
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4 I n c r e a s e t h e i n c u b a t io n p e r io d o f t h e t e r m i n a l t r a n s f e r a s e r e a c t io n t o p r o v id e
m o r e t i m e f o r A - t a il a d d it io n .
T h is s t u d y is t h e f ir s t a t t e m p t t o e s t a b l is h a c o m p r e h e n s iv e F + R N A g e n o m ic
s e q u e n c e d a t a b a s e , w h ic h c a n s e r v e a s a b a s is f o r d e s i g n i n g r e a l - t im e R T - P C R a s s a y s
f o r r a p i d d e t e c t i o n a n d d if f e r e n t i a t io n o f F + R N A s e r o g r o u p s . M u c h i s s t ill u n k n o w n a b o u t
t h e e c o l o g y a n d e v o l u t io n o f t h e F + R NA c o lip h a g e s a n d th e i n f o r m a t io n f r o m t h is s t u d y
w i ll b e a n e s s e n t i a l in f o r m a t io n t o o l in e n h a n c i n g o u r u n d e r s t a n d in g o f t h is g r o u p o f
c o li p h a g e s
W e re c o m m e n d t h a t t h e s e q u e n c e d a t a b a s e f o r e a c h g e n o g r o u p s h o u ld b e
f u r t h e r in c r e a s e d t o a t l e a s t 5 f ie l d s t r a in s e a c h o r e v e n m o r e in o rd e r t o u n d e r s t a n d th e
g e n e t ic v a r i a t io n s in t h e F + R NA g e n o m e . T h e s e s t r a in s s h o u ld b e r e p r e s e n t a t iv e o f
d if f e r e n t f e c a l s o u r c e s o f t h e c o li p h a g e s , d if f e r e n t g e o g r a p h ic a l lo c a t io n s a n d
e n v ir o n m e n t a l c o n d it io n s (t e m p e r a t u r e , r a in f a ll , e t c ) a n d d if fe r e n t s e a s o n s o r t im e s o f
t he ye a r .
G l o b a l H e a lt h Im p l i c a t i o n
A r o u n d t h e w o r ld , d i a r r h e a f r o m u n s a f e w a te r c la im s a p p r o x im a t e l y 1 5 m il lio n l iv e s
e v e r y y e a r , t h e h u g e m a j o r it y o f w h ic h a r e c h ild r e n u n d e r 5 (WH O 2 0 04 ) . T h e WHO
r e p o r t a ls o s t a t e s t h a t i m p r o v e d w a t e r q u a l it y c a n r e d u c e m o r b i d it y a n d m o r t a lit y
s ig n if ic a n t ly In g lo b a l s e t t in g s , by t h e t im e m i c r o b i a l c o n t a m in a t io n o f d r in k in g w a te r i s
d e t e c t e d
,
m a n y p e o p le a r e l ik e ly t o h a v e b e e n e x p o s e d . S e n s it iv e s u b g r o u p s w it h t h e
h u m a n p o p u la t io n , s u c h a s t h e yo u n g , t h e e ld e r ly , p r e g n a n t w o m e n , a n d
i m m u n o c o m p r o m is e d , a r e a t a h i g h e r r is k o f w a t e r - b o r n e i lln e s s a s w e l l a s s e v e r ity o f
t h e ill n e s s , in c l u d in g m o r t a l it y . T he r e f o r e , t o e n s u r e t h e m ic r o b ia l s a f e t y o f d r in k i n g - w a t e r ,
e a r ly d e t e c t i o n i s p a r a m o u n t
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A s w e h a v e s e e n , i n d ic a t o r o r g a n is m s a r e e f f e c t iv e a n d s im p le r m e a n s o f
d e t e c t in g f e c a l c o n t a m i n a t io n i n d ic a t iv e o f p a t h o g e n s in e n v ir o n m e n t a l w a t e r p o llu t i o n .
S p e c if i c a lly , m a le - s p e c if ic (F + R N A ) c o lip h a g e s h a v e b e e n c o n s id e r e d a s p r o m is in g
i n d ic a t o r s o f f e c a l c o n t a m i n a t io n (D h i lli o n 19 7 0 , K o t t 1 9 74 , O s a w a 19 8 1 , F u r u s e 19 8 3 ) ,
e n t e r ic b a c te r ia l c o n t a m i n a t io n (W e n t s e l 1 9 82 , G e r b a 1 9 8 7 , L o h 19 8 8 ) , a n d v ir a l
c o n t a m in a t io n (K o t t 19 8 1 , G r a b o w 2 0 0 1) o f e n v ir o n m e n t a l w a t e r s a m p le s A t p r e s e n t ,
F + R NA d e t e c t io n m e t h o d s i n c lu d e p la q u e a s s a y s (d o u b le o r s i n g le a g a r la y e r m e t h o d s )
a n d m o le c u la r m e t h o d s (d ir e c t h y b r i d iz a t io n a n d b r o a d ly - r e a c t iv e R T - P C R a s s a y s ) .
H o w e v e r , t he r e is a n e e d f o r m o r e r a p id a n d e f f i c ie n t m e t h o d s f o r d e t e c t io n o f F + R N A
s u b g r o u p s i n e n v i r o n m e n t a l w a t e r s a m p le s . T h is s t u d y h a s c r e a t e d a n in it i a l
r e p r e s e n t a t iv e d a t a b a s e o f t h e c o m p le t e g e n o m e s o f F + R N A s u b g r o u p s , w h ic h t h e n w il l
b e u s e d t o d e s ig n n o v e l m o le c u la r d e t e c t i o n m e t h o d s , s u c h a s r a p id a n d e f f ic ie n t r e a l¬
t i m e RT - P C R a s s a y s A lt h o u g h t h is t e c h n iq u e c a n o n ly b e a p p lie d i n a la b s e t t i n g , I
b e l ie v e th a t a s m a ll in v e s t m e n t in e s t a b lis h in g a c a p a b l e l a b , in a d e v e lo p i n g c o u n t r y ,
w il l r e a p e n o r m o u s b e n e f it s A d d it io n a l ly , t h e d a t a o b t a i n e d f r o m t h is s t u d y w i ll e n h a n c e
o u r u n d e r s t a n d in g o f t h e c o m p le x n a t u r e o f F + R N A c o lip h a g e s , a n d po s s ib ly le a d t o
d e t e c t io n t e c h n i q u e s , w h ic h c o u ld b e a p p lie d in t h e f i e ld .
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A p p e n d i x A : T h e c o m p le t e s a m p le lis t
N a m e / I D D a t e C o ll e c t e d S o u r c e L o c a t io n
W ils o n C r e e k/ i e
P e lz e r / 9
C o n e r o s s / 2
Y o r W 2 2
C o n e ro s s / 1 1
D o n a v i c H 1 / 2
L a g o o n 2 / 3
R o p e r /3
N e w b e n y / 8
W ils o n C r e e k/ 1 1
Y o r l</ 4 2
Pe lz e r/ 1 6
B e lt o tv - D u o k w o r t h / 9
Wi ls o n C r e e k / 4 3
N e w t )e r ry / 1 6
D o n a v i c H I / 6
N e w b e r r y N / 1
L a g o o n 2 / 1 5
P e lz e r / 5
N e w b e r r y / 5
S i x M i le R e t / H o m e / 2 3
P e lz e r / 2
C o n e ro s s / 1 0
L a g o o n 2 / 1
R o p e r / 1 4
Y o r k / 3 0
G r e e n w o o d / 5 1
S ix M ile R e t H o m e / 5
D o n a v i c O u p s / 2
D o n a v i c H I / 4
Be lt o n - D u c k w o rt h / 1 5
L a g o o n 2 / 2 8
D o n a v ic D u p s / 1
S ix M il e R e t H o m e / 7
S ix M i le R e t H o m e / 1 9
P e lz e r / 1
Y o r k / 4 4
N e w b e n7 / 1 9
Y o r k / 1 0
P e lz e r / 6
S ix M i le R e t H o m e /2 4
N e w b e nv / 1 8
C o n e r o s s / 4
L a g o o n / 2
Pe lz e r/ 1 0
R o p e r/ 2
N e w b e r r y / 12
R o p e r / 1 6
G r e e n w o o d / 1 6
Y o r W7
C o n e r o s s / 8
D o n a v ic H 2 / 2
C o n e r o s s / 6
B e l t o n - D u c k w o r t h / 7
D o n a v ic H 1 / 8
C o n e r o s s / 3
L a g o o n 2 / 1 7
D o n a v i c H 2 / 1
C o n e r o s s / 1
G r e e n w o o d / 9 5
W ils o n C r e e k / 1
P e lz e r / 4
S ix M il e R e t H o m e / 3
S ix M ile R e t H o m e / 4
P e lz e r / 8
R o p e r / 1 2
C o n e r o s s / 7
Yo r k /4 8
N e w b e r ry / 1 4
L a g o o n 2 / 4 1
L a g o o n 2 / 2 5
R o p e r/ 9
N e w b e r ry / 1 7
D o n a v i c H I / 3
Be lt o n - D u c k w o r th / 1 9
Be lt o n - D u c k w o r th / 1 7
C o n e r o s s / 5
G r e e n w o o d / 5 0
L a g o o n 2 / 5
P e lz e r / 1 6
L a g o o n 2 / 2 7
L a g o o n / 3 5
L a g o o n 2 / 2
L a g o o n / 4 3
0 2 / 0 1 /2 0 0 0
0 9 / 2 7 /2 0 0 0
1 0 / 17 /2 0 0 0
1 0 / 3 1 /2 0 0 0
1 0 / 17 /2 0 0 0
0 9 / 0 5 /2 0 0 0
1 1 / 14 /2 0 0 0
0 9 / 19 /2 0 0 0
0 2 / 0 7 /2 0 0 0
0 2 / 0 1 /2 0 0 0
1 0 / 3 1 /2 0 0 0
0 9 / 2 7 /2 0 0 0
0 9 / 2 7 /2 0 0 0
0 2 / 0 1 / 2 0 0 0
0 2 / 0 7 / 2 0 0 0
0 9 / 0 5 /2 0 0 0
0 9 / 0 6 /2 0 0 0
1 1 / 14 /2 0 0 0
0 9 / 2 7 /2 0 0 0
0 2 / 0 7 /2 0 0 0
1 0 / 1 1 /2 0 0 0
0 9 / 2 7 /2 0 0 0
1 0 / 17 /2 0 0 0
1 1 / 14 / 2 0 0 0
0 9 / 1 9 / 2 0 0 0
1 0 / 3 1 /2 0 0 0
0 8 / 2 1 /2 0 0 0
1 0 / 1 1 /2 0 0 0
0 2 / 0 2 /2 0 0 0
0 9 / 0 5 /2 0 0 0
0 9 / 2 7 /2 0 0 0
1 1 / 14 / 2 0 0 0
0 2 / 0 2 / 2 0 0 0
1 0 / 1 1 / 2 0 0 0
1 0 / 1 1 / 2 0 0 0
0 9 C 7 / 2 0 0 0
1 0 / 3 1 /2 0 0 0
0 2 / 0 7 /2 0 0 0
1 0 / 3 1 /2 0 0 0
0 9 / 2 7 /2 0 0 0
1 0 / 1 1 / 2 0 0 0
0 2 / 0 7 /2 0 0 0
1 0 / 1 7 /2 0 0 0
1 0 / 17 /2 0 0 0
0 9 / 2 7 /2 0 0 0
0 9 / 19 /2 0 0 0
0 2 / 0 7 /2 0 0 0
0 9 / 1 9 /2 0 0 0
0 8 / 2 1 /2 0 0 0
1 0 / 3 1 /2 0 0 0
1 0 / 17 /2 0 0 0
0 9 / 0 5 /2 0 0 0
1 0 / 1 7 /2 0 0 0
0 9 / 2 7 / 2 0 0 0
0 9 / 0 5 / 2 0 0 0
1 0 / 1 7 / 2 0 0 0
1 1 / 14 /2 0 0 0
0 9 / 0 5 /2 0 0 0
1 0 / 1 7 /2 0 0 0
0 8 / 2 1 /2 0 0 0
0 2 / 0 1 /2 0 0 0
0 9 / 2 7 /2 0 0 0
1 0 / 1 1 / 2 0 0 0
1 0 / 1 1 /2 0 0 0
0 9 / 2 7 /2 0 0 0
0 9 / 19 /2 0 0 0
1 0 / 17 /2 0 0 0
1 0 / 3 1 /2 0 0 0
0 2 / 0 7 /2 0 0 0
1 1 / 1 4 /2 0 0 0
1 1 / 1 4 /2 0 0 0
0 9 / 19 /2 0 0 0
0 2 / 0 7 /2 0 0 0
0 9 / 0 5 /2 0 0 0
0 9 / 2 7 /2 0 0 0
0 9 / 2 7 /2 0 0 0
1 0 / 17 /2 0 0 0
0 8 / 2 1 /2 0 0 0
1 1 / 1 4 /2 0 0 0
0 9 / 2 7 /2 0 0 0
1 1 / 14 /2 0 0 0
1 0 / 17 /2 0 0 0
1 1 / 1 4 /2 0 0 0
1 0 / 17 /2 0 0 0
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
Wa s t e w a t e r
C h ic k e n l it te r
S w i n e l a g o o n
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
C h ic k e n l it te r
W a s t e w a t e r
S w in e l a g o o n
W a s t e w a t e r
Wa s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
S w in e l a g o o n
W a s te w a t e r
Wa s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
C h ic k e n l it te r
C h ic k e n l it te r
W a s t e w a t e r
S w in e l a g o o n
C h ic k e n l it te r
Wa s te w a t e r
Wa s te w a t e r
Wa s te w a t e r
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
Wa s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
S w i n e l a g o o n
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
C h ic k e n l it te r
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
C h ic k e n lit te r
W a s te w a t e r
S w i n e l a g o o n
C h ic k e n l it te r
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
W a s te w a t e r
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
S w i n e la g o o n
S w i n e la g o o n
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
Ch ic k e n l it te r
W a s t e w a t e r
W a s t e u ra t e r
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
S w i n e la g o o n
W a s t e w a t e r
S w i n e la g o o n
Sw i n e l a g o o n
S vn n e la g o o n






















































































L a g o o n / 1
L a g o o n / 3 2
S i x M ile R e t H o m e / 2 0
L a g o o n 2 / 16
R o p e r / 1 8
L a g o o n 2 / 4 0
G r e e n w o o d / 8
S i x M i le R e t H o m e / 2 1
N e w b e n y / 1 1
G r e e n \ v o o d / 2 3
R o p e r / 7
R o p e r / 2 0
L a g o o n 2 / 1 1
S ix M il e R e t H o m e / 2 2
R o p e r / 2 2
L a g o o n 2 / 8










D L 1 0
D L 1 1
D L 1 2
D L 1 3
D L 1 4
D L 1 5
D L 16
D L 1 7
D L 1 8
D L 1 9
D L 2 0
D L2 1
D L 2 2
D L 2 3
0 L 2 4
D L 2 5
0 L 2 6
D L 2 7
D L 2 8
D L 2 9
D L 3 0
D L 3 1
D L 3 2
D L 3 3
D L 3 4
D L 3 5
D L 3 6
D L 3 7
D L 3 8
D L 3 9










D L 5 0
D L 5 1
D L 5 2
D L 5 3
D L 5 4
G r e e n w o o d 5 0
M l 3
H L 4 - 9
H L 4 - 1 3
Co n e r o s s / 9
C W - 02 9 / 2
CW 0 2 9 // 3
C o n e r o s s / 1 7
C W - 0 2 9 / 1
S T4
F r




L C I 1 3
2 A I 9
1 0 / 1 7 / 2 0 0 0
1 0 / 1 7 / 2 0 0 0
1 0 / 1 1 / 2 0 0 0
1 1 / 1 4 / 2 0 0 0
0 9 / 1 9 / 2 0 0 0
1 1/ 14 /2 0 0 0
0 8 / 2 1 / 2 0 0 0
1 0 / 1 1 / 2 0 0 0
0 2 / 0 7 / 2 0 0 0
0 8 C 1 / 2 0 0 0
0 9 / 1 9 / 2 0 0 0
0 9 / 19 /2 0 0 0
1 1 / 1 4 /2 0 0 0
1 0 / 1 1 /2 0 0 0
0 9 / 19 /2 0 0 0
1 1 / 1 4 /2 0 0 0
0 2 / 0 1 /2 0 0 0
0 1 / 0 5 /2 0 0 4
0 2 / 0 9 /2 0 0 4
0 3 / 1 5 /2 0 0 4
1 1 / 1 7 /2 0 0 3
0 3 / 2 9 /2 0 0 4
0 5 / 2 4 /2 0 0 4
0 8 / 3 0 /2 0 0 4
0 9 / 1 3 /2 0 0 4
0 2 / 0 7 /2 0 0 5
0 4 / 0 4 /2 0 0 5
0 1/ 19 /2 0 0 4
1 1 / 17 /2 0 0 3
1 0 / 2 5 /2 0 0 4
1 1/ 0 8 /2 0 0 4
1 1 / 0 8 /2 0 0 4
1 1 / 2 9 /2 0 0 4
1 1 / 2 9 / 2 0 0 4
0 2 / 0 7 /2 0 0 5
0 4 / 1 1 /2 0 0 5
0 5 / 0 2 / 2 0 0 5
0 2 / 2 3 /2 0 0 4
1 1 / 1 7 /2 0 0 3
0 3 / 2 9 /2 0 0 4
0 4 / 2 6 / 2 0 0 4
0 4 / 2 6 /2 0 0 4
0 4 / 2 6 / 2 0 0 4
0 7 / 2 6 /2 0 0 4
0 8 / 0 2 / 2 0 0 4
0 7 / 2 6 / 2 0 0 4
0 9 / 2 7 / 2 0 0 4
0 2 / 0 9 / 2 0 0 4
0 2 / 2 3 / 2 0 0 4
0 4 / 2 6 / 2 0 0 4
0 8 / 0 2 / 2 0 0 4
0 5 / 1 0 / 2 0 0 4
0 5 / 1 0 / 2 0 0 4
1 1 / 1 7 / 2 0 0 3
1 0 /2 5 / 2 0 0 4
1 1 /0 8 / 2 0 0 4
1 1/ 2 9 / 2 0 0 4
1 2 / 0 6 / 2 0 0 4
0 2 / 0 7 / 2 0 0 5
0 4 / 1 1 / 2 0 0 5
0 2 / 2 3 / 2 0 0 4
0 3 / 2 9 / 2 0 0 4
0 3 / 2 9 / 2 0 0 4
0 4 / 2 6 / 2 0 0 4
0 4 / 2 6 / 2 0 0 4
0 4 / 2 6 / 2 0 0 4
0 7 / 2 6 / 2 0 0 4
1 1/ 2 9 / 2 0 0 4
0 2 / 0 7 / 2 0 0 5
0 4 / 1 1 / 2 0 0 5


















Sw in e la g o o n
S w in e la g o o n
Wa s te w a t e r
Sw in e la g o o n
W a s te w a t e r
Sw in e ia g o o n
W a s t e w a t e r
W a s te w a t e r
W a s te w a t e r
Wa s te w a t e r
Wa s te w a t e r
Wa s t e w a t e r
S w i n e la g o o n
W a s t e w a t e r
W a s t e w a t e r
S w i n e la g o o n
W a s t e w a t e r
W a t e r
W a t e r
O y s t e r
O y s t e r
C la m
O y s t e r
W a t e r
M u s s e l
O y s t e r
M u s s e l
W a t e r
W a t e r
O y s te r
Wa t e r
Wa t e r
O y s t e r
W a t e r
W a t e r
C la m
W a t e r
C la m
C la m
W a t e r
O y s t e r
O y s t e r
O y s t e r
W a t e r
O y s t e r
W a t e r
W a t e r
W a t e r
O y s te r
W a t e r
M u s s e l
O y s te r
O y s t e r
O y s t e r
M u s s e l
W a te r
C la m
W a te r
Wa te r
W a te r
C la m
C la m
O y s t e r
O y s t e r
O y s t e r
O y s t e r
O y s t e r
W a te r
W a te r
W a te r
N /A
N /A
H og L a g o o n
H o g L a g o o n
W a s t e w a t e r
S u rf a c e w a t e r
S u rf a c e w a t e r
W a s t e w a t e r


























T ij u a n a R iv e r N E R R / T ij u a n a R i v e r
D e la w a r e B a y N ER R / B a y N e a r - s h o r e
M a s o n b o ro Is / W ti i s k e y C r e e k
R a c h e l C a r s o n W / B i r d Sh o a l
W a q u o it B a y / Sa g e L o t P o n d
R a c h e l C a r s o n C e n t r a l/ D e e p C r e e k
N a r r a g a n s e t t B a y/ W e s t
E lk h o m S lo u g h N E R R / Wh is t le s t o p La g o o n
R a c h e l C a r s o n W / T o w n M a r s h
T ij u a n a R iv e r N E R R / T ij u a n a R iv e r
E l k h o r n S lo u g h N E R R/ H u d s o n
'
s L a n d in g
R a c h e l C a r s o n W / T o w n M a r s h
M a s o n b o ro Is / W h i s k e y C r e e k
T ij u a n a R iv e r N E R R / S h e lt e r Is l a n d
T ij u a n a R iv e r N E R R / T ij u a n a R iv e r
G r e a t B a y / N a n n ie I s l a n d
G r e a t B a y / O y s te r R iv e r
R a c h e l C a r s o n W / B ir d S h o a l
D e la w a r e B a y N E R R / Sc o tt o n
'
s L a n d in g
N a rr a g a n s e t t/ We s t
/ \ p a la c h ic o l a B a y / A
R a c h e l C a r s o n W / B ir d S h o a l
W a q u o it B a y / E e l R iv e r F o r k s
G r e a t B a y / O y s t e r R iv e r
G r e a t B a y / N a n n ie Is la n d
G r e a t B a y / O y s t e r R iv e r
G r e a t B a y / N a n n ie I s la n d
D e la w a r e B a y N E R R / B a y N e a r - s h o r e
G r e a t Ba y / O y s te r R iv e r
D e la w a r e B a y N E R F! / Sc o tt o n
'
s L a n d in g
D e la w a r e B a y N E R R / Sc o tt o n
'
s L a n d in g
A p a la c h ic o la B a y / C
G re a t B a y / N a n n ie I s la n d
D e l a w a r e B a y N E R R/ B a y N e a r - s h o r e
E lk h o m S lo u g h N E R R / W h is t le s t o p L a g o o n
E lk h o m S l o u g h N E R R / H u d s o n
'
s L a n d i n g
R a c h e l C a r s o n W / B ir d S h o a l
M a s o n b o r o I s / W h is k e y C r e e k
T ij u a n a R iv e r N E R R / S h e lt e r I s la n d
G r e a t B a y / O y s t e r R iv e r
W a q u o it B a y / S a g e L o t Po n d
R a c h e l C a r s o n W/ To w n M a r s h
D e la w a r e B a y N E R R / Ba y N e a r
-
s h o r e
A p a la c h ic o la B a y / C
W a q u o i t B a y / Wa q u o i t B a y
W a q u o it B a y / S a g e L o t Po n d
G r e a t B a y / N a n n ie Is la n d
Gr e a t Ba y/ N a n n ie Is la n d
G r e a t B a y / O y s t e r R iv e r
G r e a t B a y / Oy s t e r R iv e r
G r e a t Ba y/ N a n n ie Is la n d
R a c h e l C a r s o n W/ To w n M a r s h
D e la w a r e B a y N E R R / S c o t t o n
'
s L a n d i n g










T h e N e t h e r la n d s
T h e N e t h e r la n d s
T h e N e t h e r la n d s
T h e N e t h e r la n d s
T h e N e t t ie r la n d s




2 A M 0 N / A N /A N / A
2 G I 1 4 N / A N /A N / A
2 G I 2 5 N / A N /A N / A
G E 8 N / A N /A N / A
G E 9 N / A N / A N / A
G E 1 2 N / A N /A N / A
G E 2 5 N / A N /A N / A
S 1 N / A N / A N / A
F 1 N / A N /A N / A
G r a n d To t a l: 1 8 7
4 2
R E F E R E N C E S :
A P H A (1 9 8 9 ) . S t a n d a r d M e t h o d s f o r t h e E x a m in a t i o n o f Wa t e r a n d Wa s t e w a t e r (1 7
*
E d ) A m e r ic a n P u b li c H e a lt h A s s o c i a t io n , W a s h in g t o n , D C
A r m o n , R a n d K o t t , Y . ( 1 9 9 6 ) B a c t e r i o p h a g e s a s I n d ic a t o r s o f P o ll u t io n C r it R e v .
E n v i r o n S c i T e c h . , 2 6 (4 ) : 2 9 9 - 3 3 5 .
B a c h e r
,
J M . , B u ll , J J . , a n d E l lin g t o n , A D (2 0 0 3 ) E v o lu t io n o f p h a g e w it h c h e m ic a l ly
a m b ig u o u s p r o t e o m e s . B I\^ C E v o l B io l . 3 : 2 4 .
[O n l in e ] h t t p :/ /w w w . b io m e d c e n t r a l . c o m / 1 4 7 1 - 2 14 8 .
Be e kw i ld e r , J . , N ie u w e n h u iz e n , R , a n d V a n D u in , J (19 9 5 ) . S e c o n d a ry s t r u c t u r e m o de l
f o r t h e la s t tw o d o m a in s o f s in g le - s t r a n d e d R NA p ha g e Q be t a Jo u r . M o l B io l , 2 4 7 :9 0 3 -
9 17




N ie u w e n h u iz e n
, R . , R o o t , R . , a n d V a n D u i n , J . (19 9 6 ) S e c o n d a r y
s t r u c t u r e m o d e l f o r t h e f i r s t t h r e e d o m a in s o f Q b e t a R N A : C o n t r o l o f A p r o t e i n s y n t h e s i s .
J o u r M o / . B / o / .
,
2 5 6 :8 - 1 9
B ie b r ic h e r , C K . ( 1 9 8 3 ) . D a rw i n ia n s e le c t io n o f s e lf - r e p l ic a t i n g R NA m o le c u le s . I n :
E v o l u t i o n a r y B io l o g y H e c h e t , M . K , W a l la c e , B . , a n d P r a n c e , G . T (e d s ) V o l 1 6
P le n u m , N e w Y o r k , p p . 1 - 5 2 .
B It t o n
,
G . (19 8 7 ) . F a t e o f p h a g e i n w a s t e w a t e r t r e a tm e n t p la n t , pg 18 1- 19 5 . I n :
S . M . G o ya l , C . P G e rb a , a n d G B it t o n ( e d ) P h a g e E c o l o gy E d it e d b y . J o h n W ile y a n d
S o n s , In c , N e w Y o rk , N . Y
B it t o n
, G . (19 94 ) Wa s te w a t e r M i c r o b i o lo g y . W ile y - L i s s P u b l ic a t io n s , N e w Y o r k .
B o llb a c k , J . P . , a n d H u e ls e n b e c k , J P . (2 0 0 1) . P h y lo g e n y , G e n o m e E v o lu t io n , a n d H o s t
S p e c if ic it y o f S i n g le - S t r a n d e d R N A B a c t e r io p h a g e (F a m ily L e v iv ir id a e ) . J o u r M o l . E v o l .
5 2 : 1 17 - 1 2 8 .
B o r r e g o , J . J . , M o r i n ig io , M . A , V in c e n t e , A , C o r n a x , R . , a n d R o m e r o , P . (19 8 7 )
C o li p h a g e s a s a n i n d ic a t o r o f f e c a l p o ll u t io n in w a t e r - it s r e la t io n s h ip w it h in d ic a t o r a n d
p a t h o g e n ic m ic r o o r g a n is m s . Wa t e r R e s , 2 1 : 1 4 7 3 - 1 4 8 0 .
C a s t ill o , G . R , T h ie r s , R . , D u t k a , B J , a n d E l- S h a a r a w i, A H . ( 1 9 8 8 ) . C o l ip h a g e
a s s o c ia t i o n w it h c o l ifo r m i n d ic a t o r s : A c a s e s t u d y in C h i le T o x ic ity A s s e s s m e n t : a n
In te r n a t i o n a l J o u r n a l , 3 : 5 3 5 - 5 5 0 .
C o r n a x , R . , M o r in ig o , M A . , B a le b o n a , M C . , C a s t r o , D , a n d B o r r e g o , J J ( 1 9 9 1 )
S ig n if ic a n c e o f s e v e r a l ba c t e r i o p h a g e g r o u p s a s in d ic a t o r s o f s e w a g e p o llu t i o n i n m a r in e
w a t e r s . Wa te r R e s 2 5 : 6 7 5 - 6 7 8 .
C r a m e r , W N . , K a w a t a , K . , a n d C r u s e , C W (1 9 7 6 ) . C h lo r i n a t io n a n d io d i n a t io n o f
p o l io v ir u s a n d f 2 . J o u r . Wa t e r P o ll . C o n t r F e d . , 4 8 : 6 1 - 7 6 .
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a n d C a b e ll i
,
V J (1 9 9 1) E v a lu a t io n o f a n E s c h e r ic h i a c o l i H o s t S t r a i n
f o r E n u m e r a t i o n o f F M a l e - S p e c if ic B a c t e r io p h a g e s A p p l . E n v ir o n . M ic r o b io l . 5 7 ; 1 3 0 1 -
13 0 5
D h il lo n , T . S . , C h a n g , Y . S . , S u n , S M , a n d C h a u , W . S ( 19 7 0 ) D is t r i b u t i o n o f c o li p h a g e s
i n H o n g K o n g s e w a g e A p p l . M i c r o b i o l . , 2 0 (2 ) : 1 8 7 - 1 9 1
D h il lo n , T . S . , D h il lo n , E . K . S . , C h a u , H . C . , L i, W K , a n d T s a n g , H . C ( 19 7 6 ) . S t u d ie s o n
b a c t e r io p h a g e d is t r i b u t i o n : v ir u le n t a n d t e m pe r a t e ba c t e r io p h a g e c o n t e n t o f m a m m a lia n
f e c e s . A p p l E n v r . M i c r o b i o l , 3 2 : 6 8 - 7 4
D o m in g o , E , a n d H o l la n d , J J . ( 1 9 9 7 ) R N A v i r u s m u t a t io n s a n d f it n e s s f o r s u r v iv a l .
A n n u a l R e v . M ic r o b io l 5 1 : 1 - 1 9 .
D o m in g o , E . ( 1 9 9 9 ) Q u a s i s p e c i e s I n : G r a n o f f A . , a n d W e b s t e r R . G (e d s ) .
E n c y c lo p e d ia o f v ir o lo g y . A c a d e m ic P r e s s L o n d o n , p p 1 4 3 1 - 1 4 3 6
E ig e n , M . , a n d S c h u s t e r , P (1 9 7 9 ) T he h yp e r c y c le : A p r i n c i p le o f n a t u r a l s e l f -
o rg a n iz a t io n . S p r in g e r , B e r li n H e id e lb e r g N e w Y o r k .
E l- A b a g y , M . M , D u t ka , B . J , a n d K a m e l , M (1 9 8 8 ) . In c i d e n c e o f c o l ip h a g e in p o t a b le
w a te r s u p p lie s A p p l. E n v i r o n . M i c r o b io l . , 5 4 : 16 3 2 - 16 3 3 .
F u n d e r b u r g , S W . , a n d S o r b e r , C . A . ( 1 9 8 5 ) . C o li p h a g e s a s in d ic a t o r s o f e n t e r i c v ir u s e s
in a c t iv a t e d s lu d g e . Wa t e r R e s . , 1 9 : 54 7 - 5 5 5 .
F u r u s e , K . , O s a w a , S . , K a w a s h ir o , J . , T a n a k a , R , O z a w a , Z . , S a w a m u r a , S , Y a n a g a w a ,
Y .
,
N a g a o , T . , a n d W a t a n a b e , I . (19 8 3 ) . B a c t e r io p h a g e d is t r i b u t io n in h u m a n fe a c e s :
c o n t i n u o u s s u r v e y o f h e a lt hy s u bj e c t s a n d p a t ie n t s w it h i n t e r n a l a n d le u ke m ic d is e a s e s .
J o u r G e n V ir o l , 6 4 :2 0 3 9 - 2 0 4 3 .
F u r u s e , K . (1 9 8 7 ) D i s t r ib u t io n o f c o lip ha g e s i n t h e e n v ir o n m e n t : g e n e r a l c o n s id e r a t io n s ,
p g . 8 7 - 1 24 . I n : S M G o ya l, C . P . G e r b a , a n d G . B it t o n (e d ) . P h a g e E c o l o gy . E d it e d b y .
J o h n W il e y a n d S o n s , In c . , N e w Y o rk , N Y .
G e r b a , C P . , S t a g g , C . H . , a n d A b a d ie , M G . (1 9 7 8 ) C h a r a c t e r iz a t io n o f s e w a g e s o lid -
a s s o c i a t e d v ir u s e s a n d b e h a v io u r i n n a t u r a l w a t e r s Wa t e r R e s , 1 2 :8 0 5 - 8 1 2
G e r b a , C P (19 8 7 ) . P h a g e a s in d i c a to r s o f f e c a l p o l lu t io n , p g 1 9 7 - 2 0 9 . In : S . M . G o ya l,
C . P . G e r b a , a n d G . B it t o n ( e d ) . P h a g e E c o l o g y . E d it e d b y . J o h n W i le y a n d S o n s , I n c ,
N e w Y o r k , N . Y .
G o ya l, S M . (1 9 8 3 ) . In d ic a t o r s o f v ir u s e s In : V ir a l P o l l u t io n o f th e E n v i r o n m e n t . E d ite d
b y B e rg , G . C R C P re s s : B o c a R a t o n , F la .
G r a b o w
,
W O . K .
,
V r e y , A . , U y s , M , a n d d e V i ll ie r s , J C (1 9 9 8 ) E v a l u a t io n o f t h e
A p p li c a t io n o f B a c t e r io p h a g e s a s I n d ic a t o r s o f W a t e r Q u a l it y . WR C R e p o r t N o 5 4 0 / 1/ 9 8
W a te r R e s e a r c h C o m m is s io n , P r e t o r ia 5 5 p p
G r a b o w
,
W O K (2 0 0 1 ) . B a c t e r io p h a g e s : U p d a t e o n A p p lic a t i o n a s M o d e ls fo r V ir u s e s in
Wa t e r . Wa te r S . A . , 2 7 (2 ) : 2 5 1 - 2 6 8
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H a l l , T A ( 19 9 9 ) . B io E d it : A U s e r - F r i e n d ly B io lo g i c a l S e q u e n c e A li g n m e n t E d it o r a n d
A n a ly s is P r o g r a m fo r W in d o w s 9 5 /9 8 / N T . N u c l A c i d s . Sy m p S e r . , 4 1 : 9 5 - 9 8
H a v e la a r , A . H (19 9 3 ) B a c t e r io p h a g e s a s m o d e l s o f h u m a n e n t e r i c h u m a n e n t e r i c
v ir u s e s i n t h e e n v ir o n m e n t . A S M N e w s 5 9 :6 14 - 6 1 9 .




v a n O lp h e n , M , a n d D r o s t , Y C (19 9 3 ) . F - S p e c if ic R N A ba c t e r io p h a g e s
a r e a d e q u a t e m o d e l o r g a n is m s fo r e n t e r ic v ir u s e s in f r e s h w a t e r A p p l E n v i r o n .
M i c r o b i o l , 5 9 :2 9 5 6 - 2 9 6 2 .
H a v e la a r
,
A H . a n d P o t - H o g e b o o m . W . M ( 19 8 8 ) F - S p e c if ic R N A b a c t e r io p h a g e s a s
m o d e l v ir u s e s i n w a t e r h yg ie n e : E c o lo g ic a l a s p e c t s . Wa t e r S c i . Te c h , 2 0 : 3 9 9 - 4 0 7
H e j k a l , T W . , W e ll in g s , F . M , L a R o c k , P . A . , a n d L e w is , A . L . ( 19 7 9 ) S u r v i v a l o f po lio v ir u s
w it h in o r g a n ic s o li d s d u r in g c h l o r in a t i o n . A pp l . E n v ir o n M i c r o b i o l , 3 8 : 1 14 - 1 18 .
H e j ka l , T . W . , W e ll in g s , F . M . , Le w i s , A . L . , a n d La R o c k , P . A . (19 8 1 ) . D is t r ib u t i o n o f
v ir u s e s a s s o c ia t e d w it h p a r t ic le s in w a s t e w a t e r A p p l E n v ir o n . M i c r o b io l 4 1 : 6 2 8 - 6 3 4
HM SO (1 9 9 4 ) . B a c t e r io lo g ic a l e x a m i n a t io n o f d r i n k i n g w a t e r s u p p li e s 1 9 8 2 Th e
m i c r o b i o lo g y o f w a t e r , 1 9 9 4 . P a r t 1 - D r i n k in g w a t e r R e p o r t o n p u b li c h e a l t h a n d
m e d ic a l s u bj e c ts n o . 7 1 M e th o d s fo r th e e x a m in a t i o n o f w a t e r s a n d a s s o c i a te d
m a t e r ia l s . 6 E d . H e r M a je s t y
'
s St a t io n a r y O f fi c e , Lo n d o n .
H s u
,
F . C .
,












a n d S o b s e y , M D (1 9 9 5 )
G e n o t y p in g m a le - s p e c if ic R NA c o li p h a g e s b y h y b r id iz a t io n w it h o lig o n u c le o t id e p r o b e s .
A p p l . E n v ir o n M ic r o b io l . , 6 1 : 3 9 6 0 - 3 9 6 6 .
l A WP R C S tu d y G ro u p o n H e a lt h R e l a t e d M ic r o b io lo g y : B a c t e r io p h a g e s a s M o d e l
V i r u s e s in Wa t e r Q u a lit y C o n t r o l ( 19 9 1 ) Wa t R e s . , 2 5 : 5 2 9 - 5 4 5 .
In o k u c h i, Y . , J a c o b s o n , A . B . , H i r o s e , T . , I n a ya m a , S . , a n d H ir a s h im a , A ( 19 8 8 ) .
A n a l y s is o f t h e c o m p le t e n u c l e o t id e s e q u e n c e o f t h e g r o u p IV R N A c o li p h a g e
S P . N u c l e i c A c i d s R e s . 1 6 : 6 2 0 5 - 6 2 2 1 .
In o k u c h i, Y . , T a k a h a s h i , R . , H i r o s e , T . , I n a ya m a , S , J a c o b s o n , A . B , a n d H ir a s h im a , A .
( 1 9 8 6 ) T h e c o m p le t e n u c le o t id e s e q u e n c e o f t h e g r o u p I I R NA c o lip h a g e G A . J o u r
B i o c h e m . (T o k y o ) 9 9 : 1 16 9 - 1 18 0
Ja g a ls , P . , G r a b o w , W . O . K . , a n d d e V il lie r s , J C . (1 9 9 5 ) . E v a l u a t io n o f I n d ic a t o r s f o r
A s s e s s m e n t o f H u m a n a n d A n im a l F a e c a l P o llu t i o n o f S u rf a c e R u n - O f f . Wa t e r S c i
r e c /J. , 3 1 (5 - 6 ): 2 3 5 - 2 4 1 .
K e s w ic k , B . H . , G e r b a , C . P . , D u p o n t , H . L , a n d R o s e , J . B . ( 1 9 8 4 ) . D e t e c t io n o f e n t e r i c
v ir u s e s in t r e a t e d d r in k in g w a t e r A p p l E n v ir o n . M i c r o b io l , 4 7 : 1 2 9 0 - 1 2 9 4
K e n a r d
,
R . P .
,
a n d V a le n t in e , R S . (1 9 7 4 ) R a p id d e t e r m in a t io n o f t h e p r e s e n c e o f e n t e r ic
b a c t e r i a i n w a t e r . A p p l . M i c r o b i o l . , 2 7 :4 8 4 - 4 8 7 .
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R o z e , N
,
S p e r b e r , S . , a n d B e t z e r . N (19 7 4 ) Ba c t e r i o p h a g e s a s v ir a l p o ll u t io n
in d ic a t o r s Wa t e r R e s . , 8 ( 3 ) : 1 6 5 - 1 7 1 .
K o t t , Y ( 1 9 8 1 ) V ir u s e s a n d b a c t e r i o p h a g e s . S c i T o t a l E n v ir o n , 1 8 : 1 3 - 2 3 .
Le c le r c , H , E d b e rg , S , P le r z o , V , a n d D e la tt r e , J . M . (2 0 0 0 ) . A R e v ie w : B a c t e r io p h a g e s
a s i n d ic a t o r s o f e n t e r ic v ir u s e s a n d p u b lic h e a lt h r is k in g r o u n d w a t e r s . J o u r A p p l .
M i c r o b i o l 8 8 : 5 - 2 1 .
L o h , C L , J a n g i , M S , H o , Y C , N g e o w , Y F , a n d W a n g , C W (19 8 8 ) D e v e lo p m e n t o f
a f ie ld t e s t k it fo r c o l ip h a g e d e t e c t io n in n a t u r a l w a t e r s . T o x i c i ty A s s e s s m e n t : A n
I n t e r n a ti o n a l J o u r n a l
,
3 :4 5 1 - 4 6 0
L o n g le y , K . E . , O liv ie r l , V . P . , C r u s e , C .W . , a n d K a w a t a , K . (1 9 7 4 ) . E n h a n c e m e n t o f
t e r m i n a l d is i n f e c t io n o f a w a s t e w a t e r t r e a t m e n t s y s t e m . I n : Vir u s S u r v i v a l in Wa te r a n d
Wa s te w a t e r S y s t e m s E d ite d b y M a li n a J r , J F a n d S a g ik , B P U n iv e r s it y o f T e x a s a t
A u s t i n , T X p p . 1 6 6 - 1 7 9 .
Lo t h r o p , T . L , a n d S p r o u l , O . J . (19 6 9 ) . H ig h le v e l in a c t iv a t io n o f v ir u s e s i n w a s t e w a t e r b y
c h lo r in a t io n J o u r Wa t e r P o ll . C o n t r F e d
,
4 1 :5 6 7 - 5 7 5 .
M o o r e , B . E . D . , F u n d e rb u r g , L , S a g ik , B P . , a n d M a li n a J r . , J F (1 9 7 4 ) . A p p lic a t i o n o f
v ir a l c o n c e n t r a t io n t e c h n iq u e s t o f ie ld s a m p l in g I n : Vir u s S u r v iv a l i n Wa t e r a n d
Wa s t e w a t e r S y s t e m s . E d it e d b y M a li n a J r . , J . F a n d S a g ik , B . P U n iv e r s it y o f T e x a s a t
A u s t i n
,
T X p p 3 - 1 5
M o r i ii ig o , M A . , W h e e l e r , D , B e r r y , C , J o n e s , C , M u n o z , M A , C o r n a x , R . , a n d B o r r e g o ,
J J . (1 9 9 2 ) E v a lu a t io n o f D if fe r e n t B a c t e r io p h a g e G r o u p s a s F a e c a l I n d i c a t o r s in
C o n t a m in a t e d N a t u r a l W a t e r s in S o u t h e rn E n g la n d . Wa te r R e s . , 2 6 (3 ): 2 6 7 - 2 7 1 .
M u r p h y , F . A . (1 9 9 6 ) . V ir u s t a x o n o m y In F i e ld s V i r o lo g y , B N F ie ld s , D M K n i p e , P M
H o w le y , R M C h a n o c k , J L M e l n ic k e t a l . (e d s . ) . Ph ila d e lp h i a : L ip p i n c o t t - R a v e n . p p . 1 5- 57 .
O s a w a , S , F u r u s e , K , a n d W a t a n a b e , I (1 9 8 1 ) D is t r i b u t io n o f r ib o n u c le ic a c id
c o li p h a g e s in a n im a l s . A p p l . E n v ir o n M i c r o b i o l . , 4 1 : 16 4 - 16 8 .
O u d e j a n s , S . J . G . (2 0 0 3 ) . S im u lt a n e o u s d e t e c t io n a n d g e n o t y p i n g o f m a le - s pe c if ic
c o li p h a g e s by r e v e r s e l in e b lo t hy b r id iz a t io n . M S T h e s is , I n s t it u t e o f L if e S c ie n c e s a n d
C h e m i s t r y , T h e N e t h e r la n d s .
Pa v o n i
,
J . L . , a n d T it t le b a u m , M . E . ( 1 9 74 ) . V ir a l i n a c t iv a t i o n i n s e c o n d a r y w a s t e w a t e r
t r e a tm e n t p la n t e f f lu e n t u s in g o z o n e I n : V ir u s S u r v i v a l in Wa t e r a n d Wa s t e w a t e r
Sy s te m s . Ed it e d b y M a l in a J r , J . F . a n d S a g ik , B P . U n iv e r s it y o f T e x a s a t A u s t i n , T X p p
18 0 - 18 9
P a r r y , O . T . , W h it e h e a d , J . A . , a n d D o w l i n g , L . T . (19 8 1 ) . T e m pe r a t u r e s e n s it iv e c o l ip h a g e
in t h e e n v ir o n m e n t I n V i r u s e s in Wa s t e w a te r Tr e a tm e n t , p p 2 7 7 - 2 8 0 . O x f o r d : P e rg a m o n
P r e s s .
P e lc z a r (J r . ) , M . J , C h a n , E . C S , a n d K r ie g , N R ( 19 8 8 ) M i c r o b io l o gy {5
^ E d ) .
M c G r a w - H ill B o o k C o . , S i n g a p o r e : 4 1 6
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P r im r o s e , S B , S e e le y , N . D . , L o g a n , K . B , a n d N ic o ls o n , J . W (19 8 2 ) . M e t h o d s f o r
s t u d y i n g a q u a t ic b a c t e r io p h a g e e c o lo g y . A p p l . E n v ir o n M i c r o b i o l , 4 3 : 6 9 4 - 7 0 1
R a t t o , A . , D u t k a , B . J . , V e g a , C , L o pe z , C , a n d E l- S h a a r a w i , A . ( 1 9 8 9 ) . P o t a b le w a t e r
s a f e t y a s s e s s e d b y c o li p h a g e a n d b a c t e r i a l t e s t s . Wa t e r R e s , 2 3 : 2 5 3 - 2 5 5 .
R o z e n , S . , a n d S k a le t s ky , H . J . (2 0 0 0 ) . P ri m e r S o n t h e WWW fo r g e n e r a l u s e r s a n d fo r
b io lo g is t p r o g r a m m e r s I n : K r a w e t z S , M is e n e r S (e d s ) B i o in f o r m a t ic s M e t h o d s a n d
P r o t o c o ls : M e t h o d s i n M o l e c u l a r B i o l o g y H u m a n a P r e s s , T o t o w a , N J , p p 3 6 5 - 3 8 6 .
S a f fe r m a n , R . S . , a n d M o r r is , M E (19 7 6 ) . A s s e s s m e n t o f v ir u s r e m o v a l o f a m u lt i - s t a g e
a c t iv a t e d s lu d g e p r o c e s s Wa te r R e s , 1 0 : 4 13 - 4 2 0 .
S e e l e y , N D , a n d P r im r o s e , S B ( 19 8 0 ) T h e e f fe c t o f t e m pe r a t u r e o n th e e c o l o g y o f
a q u a t i c b a c t e r io p h a g e s Jo u r G e n V ir o l , 4 6 : 8 7 - 9 5 .
S i m , S . T . , a n d D u t k a , B . J . (19 8 7 ) . C o li p h a g e c o u n t s : A r e t h e y n e c e s s a r y t o m a in t a in
d r in k in g w a t e r s a f e t y . M ir c e n J . , 3 : 2 2 3 - 2 2 6 .
S i n t o n , L . W , F in la y , R K . , a n d R e id , A J . ( 19 9 6 ) . A s i m p le m e m b r a n e f i lt r a t io n - e lu t io n
m e t ho d f o r t h e e n u m e r a t io n o f F - R NA , F - D N A , a n d s o m a t i c c o l ip h a g e s in 10 0 m l w a t e r
s a m p le s . J o u r M i c r o b i o l M e t h o d s 2 5 : 2 5 7 - 2 6 9 .
S in t o n , L W . , F i n la y , R K . , H a n n a h , D J . ( 19 9 8 ) . D is t in g u is h in g h u m a n f r o m a n im a l
fa e c a l c o n t a m i n a t io n in w a t e r : A R e v ie w . N e w Z e a la n d J o u r o f M a r in e a n d F r e s h w a te r
R e s .
,
3 2 :3 2 3- 34 8 .
S o b s e y , M . D . , B a t t i g e l li , D . A . , H a n d z e l , T . R , a n d S c hw a b , K J ( 19 9 5 ) . M a le - s pe c if ic
c o l ip h a g e s a s in d ic a t o r s o f v i r a l c o n t a m in a t io n o f d r i n k i n g w a t e r A WWA R e s e a r c h
F o u n d a ti o n , D e n v e r , C o
S o u s a
,
R . (19 9 6 ) S t r u c t u r a l a n d m e c h a n is t ic r e l a t io n s h ip be tw e e n n u c l e ic a c id
p o ly m e r a s e s 7 / 6 8 2 1 : 1 8 6 - 19 0 .
S t e i n h a u e r , D . , D o m i n g o , E . , a n d H o lla n d , J J . (1 9 9 2 ) . L a c k o f e v id e n c e fo r p r o o f r e a d in g
m e c h a n is m s a s s o c i a t e d w it h a n R N A v i r u s p o ly m e r a s e . G e n e 1 2 2 : 2 8 1- 2 8 8 .
St e t le r
,
R . E .
,




a n d W a lt r i p , S C . (19 84 ) E n t e r o v ir u s a n d i n d ic a t o r b a c t e r i a
le v e l s in a w a t e r t r e a tm e n t s y s t e m m o d if ie d t o r e d u c e t r ih a lo m e t h a n e p r o d u c t i o n . A p p l .
E n v ir o n . M ic r o b io l . , 4 7 :3 1 9 - 3 2 4
St e w a r t , J R ( 19 9 8 ) . D e t e c t io n a n d c h a r a c t e r iz a t i o n o f c o li p a g e s in a g r o u n d w a t e r
a q u ife r r e c h a rg e d w it h fe c a lly c o n t a m in a t e d s u r f a c e w a t e r M S T h e s is , T h e U n iv e r s it y o f
N o r th C a r o li n a
,
C h a p e l H i ll , N C .




C h u e n
,
H . Y .
,
a n d S iv a bo r v o r n , K ( 1 9 8 8 ) S o u t h e a s t A s ia n e x p e r ie n c e s w it h
t h e c o l ip h a g e t e s t To x ic i ty A s s e s s m e n t : A n In t e r n a t io n a l J o u r n a l , 3 : 5 5 1 - 5 6 4
T o r a n z o s
,
G . A .
,
G e r b a
,
C . P . , a n d H a n s s e n , H (19 8 8 ) E n t e r ic v i r u s e s a n d c o l ip h a g e s in
L a t in A m e r ic a T o x ic i ty A s s e s s m e n t : A n In te r n a t io n a l J o u r n a l , 3 :4 9 1- 5 10 .
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u s E PA : M e t h o d 16 0 1 : M a le - s p e c if ic (F
*
) a n d S o m a t ic C o l ip h a g e i n W a t e r b y Tw o - s t e p
En r ic h m e n t P r o c e d u r e A p r 2 0 0 1 , W a s h in g t o n , D C
V a u g h n , J M , a n d M e t c a lf , T . G . ( 1 9 7 5 ) . C o lip h a g e s a s in d ic a t o r s o f e n t e r ic v i r u s e s in
s he llf is h r a is i n g e s t u a r in e w a t e r s Wa t e r R e s . , 9 :6 1 3 - 6 16
V i n je , J . , O u d e ja n s , S . J . G , S t e w a r t , J . R . , S o b s e y , M D . , a n d L o n g , S . C . (2 0 0 4 ) .
M o l e c u la r d e t e c t io n a n d g e n o t yp i n g o f m a le - s p e c if ic c o lip h a g e s b y r e v e r s e t r a n s c r ip t io n -
P C R a n d r e v e r s e lin e b lo t h y b r id iz a t io n . A p p l . E n v i r o n . M ic r o b io l . 7 0 :5 9 9 6 - 6 0 04 .
W a c h t e r , R , M e r r e g a e r t , J , V a n d e n b e r g h e , A , C o n t r e r a s , R , a n d F ie r s , W (1 9 7 1 ) W :
S t u d ie s o n t h e b a c t e r io p h a g e M S 2 T h e u n t r a n s la t e d 5
'
- t e r m in a l n u c le o t id e s e q u e n c e
p r e c e d in g t h e f ir s t c is t r o n . E u r . J o u r B i o c h e m 2 2 :4 0 0
- 4 1 4 .
We lli n g s , F . M , L e w is , A L . , a n d M o u n t a i n , C W (1 9 7 6 ) D e m o n s t r a t io n o f s o lid s -
a s s o c ia t e d v ir u s i n w a s t e w a t e r a n d s lu d g e A p p l E n v ir o n . M ic r o b io l . 3 1 : 3 54 - 3 5 8 .
W e n t s e l
,
R . S .
,
O ' N e il
,
P E , a n d K it c h e n s , J . F . (19 8 2 ) E v a l u a t io n o f c o l ip h a g e d e t e c t i o n
a s a r a p id i n d ic a t o r o f w a t e r q u a lit y . A p p l En v i r o n . M ic r o b i o l , 4 3 : 4 3 0 - 4 34 .
W ig g i n s , B . A . , a n d A le x a n d e r , M . (1 9 8 5 ) . M in im u m b a c t e r ia l d e n s it y f o r b a c t e r io p h a g e
r e p l ic a t io n : i m p li c a t io n s f o r s ig n if ic a n c e o f b a c t e r io p h a g e s in n a t u r a l e c o s y s t e m s A p p l
E n v ir o n M i c r o b io l . 4 9 : 1 9 - 2 3 .
4 8
